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Résume
Ma recherche examine la prévalence et la répartition du parasite Angiostrongylus

cantonensis en Haiti, également connu sous le nom de ver pulmonaire du rat, et qui
est la premiere cause de méningite a éosinophiles chez ’homme dans le monde. Ce
parasite a un cycle de vie complexe impliquant a la fois des hétes définitifs (rats) et
des hétes intermédiaires (escargots et les limaces). J'ai documenté I'écologie du
parasite et sa persistance deux décennies aprés sa découverte initiale dans le pays.
Trois objectifs ont été fixés : synthétiser les connaissances sur les dimensions
spatiales et écologiques d’A. cantonensis, déterminer sa présence et sa répartition en
Haiti parmi les populations de rats et de gastéropodes a l'aide d'analyses moléculaires
et morphologiques, et identifier les similitudes génétiques entre les souches haitiennes
et celles provenant d’autres régions du monde. Nous avons ciblé deux contextes
écologiques contrastés : la vallée de I'Artibonite (milieu rural) et la zone urbaine de
Port-au-Prince. L'échantillonnage a eu lieu pendant la saison des pluies et a la fin de
la saison des pluies en raison de l'influence potentielle de la saisonnalité hydrologique
sur la prévalence du parasite.

Une revue systématique utilisant la méthode PRISMA a synthétisé les connaissances
existantes sur la niche écologique du parasite, en mettant I'accent sur les facteurs
abiotiques et biotiques affectant sa dynamique. Soixante-dix rats ont été capturés :23
Rattus norvegicus et 47 Rattus rattus. Sous la loupe binoculaire, nous avons récupéré
des vers adultes chez seulement cing rats (7%, 5/70) mais la détection moléculaire a
révélé une prévalence d'A. cantonensis dans les poumons de rat de 31,4 %, (22/70),
le parasite étant détecté dans quatre des huit sites, dont Port-au-Prince. La prévalence
du parasite n’était pas reliée de maniere significative aux variables prédictives telles
gue l'age, la saison, le sexe et I'espece de rat. Un seul haplotype COX1, le génotype
II-G, a été identifié en Haiti, ce qui suggére une large répartition similaire a celle
d'autres régions. La technique gPCR AcanR3990 a permis d'identifier deux
échantillons positifs d'espéces de gastéropodes : Subulina octona a Port-au-Prince et
une limace de la famille des Veronicellidae dans I'Artibonite, concordant avec la
présence du parasite retrouvé chez les rats a ces endroits.

C'est la premiere étude sur A. cantonensis en Haiti portant a la fois sur les hotes
définitifs et intermédiaires. Les diagnostics moléculaires par PCR révélent une
prévalence plus élevée que l'identification morphologique, ce qui est prometteur pour
I'étude systématique de la contamination potentielle des especes hétes. Les résultats
indiqguent une endémicité du parasite potentiellement principalement liee a deux

2



especes de gastéropodes : I'escargot terrestre S. octona et les limaces Veronicellidae,
ainsi que les rats R. rattus et R. norvegicus, soulignant les risques importants pour la

santé des populations locales.

Abstract
My research examines the prevalence and distribution of the parasite Angiostrongylus

cantonensis, also known as the rat lungworm, in Haiti. It is the leading cause of
eosinophilic meningitis in humans worldwide. This parasite has a complex life cycle
involving definitive hosts (rats) and intermediate hosts (snails and slugs). | documented
the parasite's ecology and persistence two decades after its initial discovery in the
country. Three objectives were set: synthesizing knowledge on the spatial and
ecological dimensions of A. cantonensis’ niche, determining its presence and
distribution in Haiti among rat and gastropod populations using molecular and
morphological analyses, and identifying genetic similarities between Haitian strains
and those from other regions of the world. We targeted two contrasting ecological
contexts: the Artibonite Valley (rural environment) and the urban area of Port-au-
Prince. Sampling occurred during and at the end of the rainy season due to the
potential influence of hydrological seasonality on parasite prevalence. A systematic
review using the PRISMA method synthesized existing knowledge on the parasite's
ecological niche, focusing on abiotic and biotic factors affecting its dynamics. Seventy
rats were captured:23 Rattus norvegicus and 47 Rattus rattus. Under a binocular
loupe, we recovered adult worms from only five rats (7%, 5/70), but molecular detection
revealed a prevalence of A. cantonensis in rat lungs of 31.4% (22/70), with the parasite
detected in four of the eight sites, including Port-au-Prince. Parasite prevalence was
not significantly related to predictive variables such as age, season, sex, and rat
species. Only one COX1 haplotype, genotype II-G, was identified in Haiti, suggesting
a widespread distribution similar to other regions. The gPCR technique AcanR3990
identified two positive samples of gastropod species: Subulina octona in Port-au-
Prince and a Veronicellidae slug in the Artibonite, indicating the presence of the
parasite found in rats at these locations. This is the first study on A. cantonensis in
Haiti addressing both definitive and intermediate hosts. Molecular diagnostics by PCR
reveal a higher prevalence than morphological identification, promising for the
systematic study of potential host species contamination. Results indicate that
endemicity of the parasite may primarily be linked to two gastropod species: the land

snail S. octona and Veronicellidae slugs, as well as R. rattus and R. norvegicus rats,
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highlighting significant health risks for local populations.

Rezime (en créole haitien)
Rechech mwen an egzamine prevalans ak distribisyon parazit Angiostrongylus

cantonensis, ke yo rele tou ann angle "rat lungworm”, ann Ayiti e li se premye koz
menenjit eozinofil lakay moun nan mond lan. Parazit sa gen yon sik-de-vi ki konpléks
ki enplike rat (ot definitif) ak gasteropod (eskago, kalmason) ki se ot entemedye. Mwen
dokimante ekoloji ak pésistans parazit la ven lanne apre premye dekouvet li nan peyi
a. Mwen te fikse twa objektif : sentéz konesans sou dimansyon espasyal ak ekolojik
parazit la, detémine prezans li ak distribisyon li ann Ayiti pami popilasyon rat ak
gasteropod (eskago, kalmason) gras ak analiz molekile ak mofolojik, epi idantifye
resanblans jenetik ant souch parazit la nou jwenn ann Ayiti ak sa ki soti nan [0t rejyon
nan mond lan. Nou te vize de kontéks ekolojik diferan : vale Latibonit (anviwonman
riral) ak zon iben Potoprens. Echantiyonaj yo te fét pandan sezon lapli ak nan fen
sezon lapli akoz enfliyans potansyel ke sezon lapli ta genyen sou prevalans parazit la.
Nou te fé yon revi sistematik avek metod PRISMA pou fe sentez konesans ki deja
egziste sou nich ekolojik parazit la, ak mete aksan sou fakté abyotik ak byotik ki afekte
dinamik li yo. Nou te kaptire swasanndis rat, ladann yo venn-twa Rattus norvegicus ak
karant-set Rattus rattus. Gras ak loup binokile, nou te retire ve adilt yo lakay senk rat
sélman ( 7%, 5/70) men deteksyon molekileé revele yon prevalans A. cantonensis nan
poumon rat ki 31.4%, (22/70). Parazit la detekte nan kat pami uit sit nou te envestige
yo, ki gen ladann Potoprens. Varyab predikte tankou laj, sezon, seks ak espés rat yo
pa t gen enfliyans sou prevalans parazit la. Yon sél aplotip COX1, jenotip II-G, te
idantifye ann Ayiti, sa ki sijere yon distribisyon laj menm jan ak Iot rejyon nan mond
lan. Teknik gPCR ki te sible rejyon AcanR3990 nan jenom parazit la te idantifye de
echantiyon pozitif nan espes gasteropod yo; Subulina octona nan Potoprens ak yon
kalmason Veronicellidae nan Latibonit, nan menm sit nou te jwenn rat yo enfekte a.
Se premye deteksyon A. cantonensis ann Ayiti pami espes gasteropod.

Sa a se premye etid sou A. cantonensis ann Ayiti ki fe sou ot definitif ak ot entémedye
an menm tan. Diagnostik molekilé PCR revele yon prevalans ki pi wo pase
idantifikasyon si nou t ap chache ve yo sélman ak loup binokile a, yon rezilta enteresan
pou lot etid ki ap gen pou chache véa parazit nan bét. Rezilta yo endike ke parazit la
andemik ann Ayiti e li sitou lye ak de espées gasteropod: eskago teres S. octona ak
kalmason Veronicellidae, epi de espés rat R. rattus ak R. norvegicus. Rezilta mete

aksan sou risk pou sante nan popilasyon lokal yo.
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Avertissement !

Au-dela des frontiéres de cette these de doctorat. A propos du contexte de cette
these.
"La science, c'est le voyage vers l'inconnu, armé du savoir et de la détermination.”

(Auteur inconnu)

Je tiens tout d'abord a exprimer ma profonde gratitude pour l'opportunité qui m'a été
offerte de faire cette thése de doctorat sur I’écologie de transmission du parasite
Angiostrongylus cantonensis, la premiere cause de méningite a éosinophiles chez
’homme. Cette theése de doctorat, financée par une bourse de I'Ambassade de France
en Haiti, s'est avérée étre un parcours du combattant rempli de défis et de situations

compliquées.

Il est essentiel de noter que cette these de doctorat a été menée en Haiti de 2019 a
2023 dans un contexte socio-politique et sécuritaire complexe. Les crises socio-
politiques et les problemes d'insécurité ont profondément entravé nos efforts pour
explorer intégralement tous les sites prévus dans nos protocoles. Par exemple, un site
a Carrefour, une commune a la périphérie sud de Port-au-Prince dans laquelle des
rats portant le parasite A. cantonensis ont été déja trouvés par des chercheurs en
2002, n'a pas pu étre revisitée dans notre étude en raison de la présence de gangs
armeés ayant coupé les voies d'acces vers cette zone.

Ce soutien financier de 'ambassade de France est soumis a une condition de
présence alternée en France et en Haiti, en périodes de 6 mois. En Haiti, je ne
bénéficiais donc pas de soutien financier et devais assurer ma subsistance en
enseignant a la faculté. Cette situation a inévitablement impacté ma disponibilité pour
cette these.

Les contraintes logistiques et administratives ont également entravé la progression de
mon travail. Les échantillons animaux (rats et escargots) collectés en Haiti ont mis 2
ans a parvenir en France. En effet, les autorisations douaniéeres pour le transport de
ces échantillons biologiques ont été particulierement difficiles a obtenir, retardant de
maniére significative mon travail de laboratoire.

D’un autre coté, les mesures restrictives mises en place pendant la période de

confinement liée au Covid-19 ont entrainé d'importants ajustements. Les limitations de
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déplacement et la fermeture d'institutions ont entravé l'accés a des ressources
importantes, tandis que le passage au travail a distance a modifié les interactions et
les échanges académiques habituels. De plus, les contraintes logistiques et
émotionnelles induites par la situation sanitaire ont créé un environnement inédit,

impactant le rythme de travail et les perspectives d'achevement.

En raison de ces obstacles inattendus et de la nécessité d'ajustements continus, la
durée de la these initialement prévue de trois ans, a d0 étre étendue a cinq ans pour
permettre I'achévement du travail.

Ces multiples difficultés auxquelles j’ai été confronté méritaient d’étre soulignées.
Malgré cela, cette thése a été menée a bien, et les résultats obtenus apporteront je
I'espére une contribution significative a la compréhension des maladies infectieuses
transmises par les rats et les mollusques en général, et a I'écologie de la transmission

d'A. cantonensis en particulier.
Mille mercis a tous ceux et celles qui ont rendu ce travail possible. "La science ne

connait pas de pays, car le savoir appartient a I'humanité, et c'est le flambeau qui

éclaire le monde." - Louis Pasteur
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A. Introduction

A.1 Généralités

Les parasites sont des organismes qui vivent sur, ou a l'intérieur d'autres organismes
vivants, appelés hétes, et dépendent d'eux pour leur cycle de vie, y compris la survie
et la reproduction, les distinguant ainsi des organismes vivants libres (Robert Poulin
2007). Certains parasites peuvent avoir un stade de vie libre dans leur cycle, ce qui
les oblige a développer des stratégies pour d’abord surmonter les contraintes
environnementales et trouver I'hnéte, et d’autre part surmonter les contraintes
physiologiques liées a la réponse immunitaire de I'héte, afin de s’y installer avec
succes. Cela entraine des interactions biotiques complexes entre le parasite et son
héte. Les parasites élaborent des stratégies pour rencontrer, contourner le systéme
immunitaire ou méme manipuler le comportement de I'h6éte (Adamo et Hughes 2012;
Lafferty et Shaw 2013) tandis que I'hdte développe des mécanismes pour résister ou
tolérer le parasite. Ces pressions mutuelles peuvent conduire a des adaptations
réciproques au fil du temps, résultant en une interaction durable (Gandon et Van Zandt
1998; Moné, Mouahid, et Morand 1999; Combes 2001).

Les parasites sont responsables de maladies infectieuses, appelées zoonoses,
lorsqu'elles sont transmises naturellement entre les animaux vertébrés et les étres
humains, posant ainsi un probléeme majeur de santé publique pour les humains, et les
animaux sauvages et domestiques (Mas-Coma, Valero, et Bargues 2008). Ces
zoonoses, causées par divers agents pathogenes tels que des virus, des bactéries,
des protistes, des champignons ou des prions, représentent 60% des maladies
infectieuses, entrainant des millions de décés chaque année dans le monde, dont 43%
dans les Pays en Voie de Développement (PED) (https://www.emro.who.int/fr/about-
who/rc61/zoonotic-diseases.html, consulté le 31 juillet 2023). Environ 60 a 80% des
nouvelles infections sont d'origine zoonotique, initialement dépendantes d'un réservoir
animal pour leur survie (Woolhouse et Gowtage-Sequeria 2005; Jones et al. 2008).

Les helminthes, une catégorie courante d'endoparasites comprenant les nématodes
gastro-intestinaux, et neurotropes peuvent exercer des effets significatifs sur la santé
des humains et des animaux. L'Organisation mondiale de la santé (OMS) a identifié
divers nématodes, cestodes et trématodes comme responsables d'infections

humaines importantes, avec la participation notable d'autres hétes animaux vertébrés
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(WHO 1979).

La plupart des maladies infectieuses émergent en raison d'une modification des
interactions entre I'hGte et le parasite, induite par des changements dans la
démographie humaine, les comportements ou la structure sociale (Jackson, Hilborn,
et Thomas 2006; McGinnis et Kerans 2013). Les Helminthes, dont une partie du cycle
de vie se déroule en dehors de I'h6te, sont sensibles aux caractéristiques de I'habitat
et aux facteurs abiotiques tels que I'humidité et la température, influencant ainsi la
survie des larves et des ceufs, et affectant la prévalence, l'intensité et la distribution
géographique (Brouat et al. 2007 ; Mas-Coma, Valero, et Bargues 2008). La
fragmentation du paysage et l'urbanisation engendrent des interactions entre les
animaux sauvages, les animaux domestiques et les étres humains, favorisant ainsi les
échanges de parasites et d'agents pathogénes (Murray et Daszak 2013). Les
modifications dans le paysage et les pratiques agricoles perturbent la dynamique des
populations d'hétes animaux, ce qui a des répercussions sur la transmission des
maladies (Graham et al. 2004). Par conséquent, il est crucial d'intégrer les
connaissances écologiques dans les analyses des variations spatiales et temporelles
des zoonoses (Graham et al. 2004).

Nous avons centré notre attention sur I'écologie de la transmission d'Angiostrongylus
cantonensis, un nématode parasite qui est la principale cause de méningite a
éosinophiles chez I'humain. Ce parasite, doté d'un cycle de vie complexe, dépend des
interactions prédateur-proie pour sa transmission. Les hotes définitifs (rongeurs) sont
infectés par la consommation d'un hoéte intermédiaire infecté (gastéropodes :
escargots, limaces) ou d’'un hbéte paraténique (crustacés, lézards) qui a leur tour
s'infectent par contact avec les larves infectieuses présentes dans les feces des rats.
Ainsi, il offre un modele idéal pour explorer les mécanismes régissant la possibilité de
contact entre un parasite et ses hoétes potentiels, ainsi que les facteurs influencant sa

propagation et son maintien dans les écosystemes.

Notre étude a pour objectif de rechercher la présence du parasite dans le pays et
d'analyser les facteurs susceptibles de favoriser les interactions entre les rats et les
gastéropodes dans le contexte du paysage haitien. Le choix d'Haiti est justifié par la
présence d'A. cantonensis chez les rats en milieu urbain haitien, observée a la fin de
la saison seche et pendant la saison des pluies en 2022 (Raccurt, Blaise, et Durette-

Desset 2003). De plus, l'utilisation des terres en Haiti pour l'agriculture (rizieres) et
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l'urbanisation crée un environnement propice a la cohabitation et a la rencontre entre
rongeurs et gastéropodes (escargots, limaces) en fournissant une abondance de
ressources (habitats, nourriture) pour ces deux taxons. Conformément aux principes
du concept « One Health! » il est essentiel de décrire la dynamique de transmission
des parasites, comprendre les facteurs qui influencent cette transmission, et son
impact sur la santé des humains, des populations animales et des écosystemes. Dans
ce cadre, I'écologie de la transmission est une approche pertinente et qui peut fournir
des outils nécessaires a la prévention des épidémies et a la conception de plans de
gestion visant a limiter les risques sanitaires associés aux parasites (Stearns et Ebert
2001; TO 2010).

A.2 Organisation du travail

La premiere partie jette les bases théoriques de notre étude. Les différentes études
citées dans cette partie nous aideront a discuter des résultats de nos recherches. Ainsi,
cette premiere partie de ce manuscrit est dédiée au contexte et a la problématique de
notre étude, en se focalisant sur le taxon d’intérét. Elle met en évidence l'importance
de I'écologie de la transmission des parasites pour comprendre les dynamiques des
maladies infectieuses. Des informations générales sur les nématodes, en mettant
l'accent sur notre modéle d'étude, A. cantonensis, sont également incluses. Cette
section offre également des détails sur les méthodes de diagnostic chez les hotes
intermédiaires, paraténiques, définitifs et accidentels (humains et primates non
humains). Enfin, elle explore l'origine et la distribution du parasite A. cantonensis, le
contexte épidémiologique mondial de l'angiostrongylose nerveuse, le profil
épidémiologique des cas de méningites en Haiti, et présente un modéle conceptuel

guidant le choix des sites de recherche.

La deuxieme partie du manuscrit est consacrée a la description du matériel et des
meéthodes. Elle offre une présentation d'Haiti, explique le choix des sites de I'étude, et
décrit en détail les sites de recherche et les méthodologies utilisées pour

I'échantillonnage de terrain et 'analyse des échantillons.

1 (Selon Centers for Disease Control and Prevention, CDC : One Health est une approche qui reconnait que la santé des
personnes est étroitement liée a la santé des animaux et a notre environnement commun. [...]Jde nombreux facteurs ont modifié
les  interactions  entre les  personnes, les  animaux, les plantess et notre  environnement.
https://www.cdc.gov/onehealth/basics/index.html).
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La troisieme partie du manuscrit présente et discute les résultats obtenus au cours de
cette étude, structurés sous forme de trois articles scientifiques a des degrés variés

d’aboutissement.

La quatrieme partie propose une discussion générale, analysant les résultats
présentés dans la partie précédente. Elle offre également des perspectives de
recherche pour les années a venir.

En annexe de ce manuscrit figurent des photos illustrant notre organisation lors des
campagnes de terrain. Ces images documentent divers aspects de nos activités,
notamment la fabrication et le déploiement des piéges, l'anesthésie des rats, la
dissection des rats sur le terrain, des collectes d'escargots ainsi que des moments de
rencontre avec les habitants des différentes localités. Ces photographies mettent en
évidence l'intégration des communautés a notre projet, reflétant notre engagement
envers la science participative. En outre, des clichés décrivent les manipulations
effectuées en laboratoire, telles que le pesage des cristallins des rats, I'extraction
d'ADN. Ces images complétent notre manuscrit en offrant un apercu concret des

différentes étapes de notre travail de recherche.

A.3 Facteurs écologiques qui influencent la transmission des parasites : le

« concept de filtre » comme cadre théorique.

Combes (Combes 2001) a introduit le concept de filtre pour représenter les facteurs
qui influent sur I'établissement et le succes des parasites au sein des populations
hétes. Ce concept explique les mécanismes responsables de la "restriction du spectre
d'hote". Deux filtres doivent étre franchis par un parasite pour établir une interaction
durable avec une espéce hote. Le premier est le filtre de rencontre, qui définit les
opportunités de rencontre entre le parasite et son héte. Ce filtre intégre toutes les
dimensions écologiques (par exemple, cohabitation, partage du méme habitat au
méme moment) et éthologiques (comportement de I'hGte : déplacements, alimentation,
défécation) de la rencontre, excluant ainsi tous les animaux qui ne peuvent pas entrer
en contact avec le parasite pour des raisons écologiques ou comportementales
(Combes 2001). Le deuxieéme est le filtre de compatibilité, qui concerne l'acceptation
du parasite par I'néte et sa survie, et englobe les traits physiologiques et
immunologiques de I'héte et du parasite.

Le filtre de compatibilité a suscité un intérét soutenu dans la communauté scientifique
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depuis plus d'une cinquantaine d'années, donnant lieu a de nombreuses recherches.
En revanche, les études sur le filtre de rencontre sont plus récentes, probablement en
raison de la complexité d’aborder le systéme parasite-hdte dans sa composante
environnementale. Il est évident qu'une étude sur |'écologie de la transmission ne peut
se limiter a I'examen exclusif de I'un ou l'autre des filtres. Les paragraphes suivants
explorent quelques exemples de la littérature ciblés sur les nématodes, examinant
divers éléments du cadre du filtre de rencontre, tout en utilisant I'écologie du paysage
comme une approche pertinente pour comprendre la dynamique de la transmission

des parasites nématodes.

A.3.1 Conditions pour la survie des formes libres des parasites (ceufs,

larves).

Un cycle parasitaire peut inclure la dispersion des formes libres des ceufs ou des larves
infectieuses dans le paysage. Ces formes libres doivent résister aux contraintes
environnementales, étant sensibles aux facteurs abiotiques tels que les précipitations,
la température et 'humidité. Les ceufs ou larves, excrétés dans les selles d'un héte
infecté chez les nématodes, doivent survivre dans I'environnement jusqu'a ce qu'ils
soient ingérés par un héte compétent ou qu'ils entrent en contact avec celui-ci
(Bowman et al. 2003). Le climat, qui régit les variations saisonnieres de température
et de précipitations, exerce une influence directe sur la survie des ceufs et des larves,
jouant ainsi un réle significatif dans la transmission parasitaire (Appleton et Gouws
1996; Kutz et al. 2005 ; P. J. Hudson et al. 2006 ; Mas-Coma, Valero, et Bargues 2008
; Kenyon et al. 2009).

Effet du climat et de la saison

Bonnell et colléegues (Bonnell et al. 2016) ont analysé limpact des conditions
climatiques régionales et des caractéristiques du paysage local sur la transmission des
Trichuris spp. chez une population de singes colobes roux dans le parc national de
Kibale, en Ouganda. lls ont constaté une corrélation linéaire entre la vitesse de
propagation du parasite dans la population hote et les variations climatiques régionales
telles que I'humidité et la température. L'étude a révélé que l'adéquation du climat
régional i.e le nombre moyen de jours qu'un groupe de dépdts d'ceufs de Trichuris spp.

qui persistera dans I'environnement dans des conditions de paysage local idéales,
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avait un impact plus significatif sur les modeles de prévalence des hbétes que la
sensibilité aux caractéristiques du paysage local. Les résultats indiquent que lorsque
la persistance des ceufs est influencée par les caractéristiques locales du paysage, le
parasite démontre une résilience en se propageant principalement a travers quelques
emplacements propices, formant ainsi des refuges comme des microhabitats par

exemples.

Une autre étude menée par Waller et collegues (Waller et al. 2004) dans une ferme
suédoise a examiné les schémas saisonniers d'infection par Haemonchus contortus,
un nématode parasite des moutons. Cette espece de nématode a évolué pour inhiber
son développement chez les hotes pendant I'hiver et devenir mature apres la chute de
immunité périnatale printaniére. lls ont observé un effet saisonnier, ou les
changements de température et de durée du jour pendant la saison de paturage
influencaient le développement qui était arrété de H. contortus pour survivre aux

températures froides de I'hiver.

Une idée largement répandue est que les parasites avec des cycles de vie indirects
(ceux qui nécessitent obligatoirement au moins deux especes hétes) sont plus
sensibles aux fluctuations des conditions environnementales que ceux avec des cycles
de vie directs (nécessitant un seul héte). Cette hypothése se fonde sur la conviction
gue l'extinction locale d'au moins une espéce hote obligatoire est plus probable avec
des cycles de vie indirects (Robert Poulin et Morand 2005; A. Dobson et al. 2008).
Molnar et collégues (Molnar, Dobson, et Kutz 2013) ont introduit le concept d’« effet
refuge », suggérant que la thermorégulation comportementale « Behavioral
thermoregulation? » de I'hote intermédiaire pourrait agir comme une protection pour
les stades larvaires des parasites transmis de maniere indirecte, les préservant ainsi
des températures extrémes et du réchauffement climatique.

Cette étude remet en question l'idée selon laquelle les cycles de vie indirects seraient

universellement plus sensibles aux changements environnementaux.

Effet de la composition du sol

Langford et Janovy (Langford et Janovy 2016) ont étudié I'écologie du ver pulmonaire

2 Maintien d'une température corporelle constante en se prélassant, en s'abritant, en frissonnant, etc.
https://www.encyclopedia.com/science/dictionaries-thesauruses-pictures-and-press-releases/behavioural -

thermoregulation
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Rhabdias joaquinensis chez les amphibiens du Nebraska, en particulier les raisons de
son absence dans l'ouest du Nebraska. Les études sur le terrain indiquent selon les
auteurs une prospérité des vers le long des cours d'eau, surtout sur les rives de I'est
du Nebraska En se focalisant sur les stades libres du ver dans les excréments des
hétes et dans les sols environnants, les auteurs ont adopté une approche comparative
pour expliquer cette disparité géographique. Les expériences en laboratoire,
manipulant la composition, I'humidité et la température du sol, révélent que les sols
limoneux favorisent le développement des vers pulmonaires, tandis qu'une teneur
élevée en argile ou en sable limite leur croissance et leur développement. Une
humidité du sol inférieure a 50 % n'est pas propice au développement du ver
pulmonaire. Le type de sol, la diversité bactérienne ont un impact significatif sur le
développement du ver pulmonaire, la végétation basse facilitant la transmission. En
s’appuyant sur d’autres études, les auteurs expliquent que de nhombreux nématodes
vivant dans le sol sont transférés a leurs hétes via des touffes de végétation
ascendantes et qu’un tel comportement (les vers pulmonaires infectieux montaient
dans la végétation et se rassemblaient souvent en petits groupes sur la végétation)
semble augmenter les possibilités de transmission et offre des micro habitats

favorables aux nématodes.

A.3.2 Activités anthropiques et dynamique de transmission des

parasites.

Les activités humaines telles que les changements d'utilisation des terres et les
modifications climatiques sont a l'origine de processus altérant les interactions entre
les parasites et leurs communautés d'hétes. Ces activités peuvent entrainer une
augmentation du nombre de maladies infectieuses dans un écosysteme. Morand et
Lajaunie (Morand et Lajaunie 2021) ont observé que l'augmentation des épidémies de
maladies zoonotiques et vectorielles a I'échelle mondiale de 1990 a 2016 est liée a la
déforestation, principalement dans les pays tropicaux, et au reboisement,
principalement dans les régions tempérées. L'expansion de la monoculture de
palmiers a huile a également un impact significatif sur les risques de maladies
infectieuses, qu'elles soient zoonotiques ou vectorielles (Sloan et al. 2019 ; Morand et
Lajaunie 2021). L'argument principal repose sur l'accroissement des interactions entre
I'hnomme, la faune sauvage et les animaux domestiques, lié a la disparition de zones

forestieres non anthropisées servant de refuge a la faune sauvage. De plus, la
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fragmentation de I'habitat perturbe les interactions héte-parasite en désorganisant les

réseaux trophiques.

Fragmentation des habitats et agriculture

Dans une étude expérimentale couvrant 26 années de suivi, Bitters et colléegues
(Bitters et al. 2022) ont démontré que Hedruris wogwogensis, un nématode parasitant
un hoéte intermédiaire, 'amphipode terrestre Arcitalitrus sylvaticus, et un hote définitif,
le lézard Lampropholis guichenoti, est sujet a l'extinction locale en raison de la
diminution de I'abondance des hétes compétents (Bitters et al. 2022). La disparition de
H. wogwogensis ou sa faible prévalence dans la matrice paysagere, telle qu'une
plantation forestiére, étaient liées a la faible abondance de I'un ou l'autre héte au cours
des décennies précédentes. Les faibles abondances d'hétes étaient associées au
défrichement et a la plantation de haies de pins, moins favorables pour les hétes
(Bitters et al. 2022).

Kiene et collegues (Kiene et al. 2021) ont étudié linfluence des changements
environnementaux anthropiqgues comme la fragmentation de [I'habitat et le
défrichement de la végétation sur les infections parasitaires gastro-intestinales chez
les petits mammiferes résidant dans les foréts seches fragmentées du nord-ouest de
Madagascar. En se concentrant sur quatre especes, a savoir deux especes de
Iémuriens souris (Microcebus murinus et M. ravelobensis) ainsi que deux espéces de
rongeurs (Eliurus myoxinus et Rattus rattus), les auteurs ont identifié 16 morphotypes
de parasites et au moins 21 taxons. Selon les auteurs, la fragmentation de I'habitat et
le défrichement de la végétation ont affecté négativement la prévalence des parasites
avec un environnement hétérogéne ou des cycles hétéroxénes (cycle indirect avec un
héte intermédiaire). Les Strongyloides spp., qui présentent un cycle de vie complexe,
ont montré des taux de prévalence plus élevés dans les foréts continues, avec un
risque d'infection croissant en fonction de la taille de la forét. Bien que les
Strongyloides spp. soient des parasites homoxénes, ils peuvent connaitre un
développement hétérogene, avec une génération vivant librement dans
I'environnement, selon des études antérieures citées par les auteurs. Ces derniers
expliquent que les effets négatifs des lisieres sur les Strongyloides spp. pourraient étre
liés a la sensibilité du parasite aux conditions environnementales tout au long de leur
cycle, qu'il soit homogene ou hétérogéne.

L'étude conclut que les lisiéres des foréts et le défrichement de la végétation impactent
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les parasites gastro-intestinaux, influencant leur survie, leur développement et la
disponibilité d'hbtes intermédiaires.

Froeschke et Sonja Matthee (Froeschke et Matthee 2014) ont aussi mené une étude
sur l'influence des modifications anthropiques de I'habitat sur les schémas d'infestation
par les Helminthes chez le rongeur péri-domestique, Rhabdomys pumilio. lls ont
comparé trois types de paysages associés a l'activité humaine (cultures, élevage et
fragments urbains) avec des zones naturelles. Les résultats indiquent que R. pumilio
agit comme un réservoir potentiel d'Helminthes zoonotiques car abondant dans tous
les paysages étudiés et huit espéces dhelminthes ont été observées, avec une
prévalence globale d’helminthes de 86,68 %. La diversité des espéces d'helminthes
est significativement plus élevée dans les fragments de cultures (paysages riches en
ressources) en raison de leur abondance en ressources, créant des conditions
propices a la prolifération des rongeurs, mettant ainsi en évidence l'impact des
caractéristiques du paysage sur l'infestation. Les environnements riches en ressources
favorisent une prévalence accrue d'helminthes, tandis que les paysages étroitement
liés aux activités humaines présentent un risque plus élevé de présence d'espéces
zoonotiques.

Herawati (Herawati 2020) ont mené une enquéte sur la prévalence et l'intensité des
infections endoparasitaires chez les petits mammiféres dans les provinces de Java
Ouest et de Yogyakarta. L'étude s'est concentrée spécifiguement sur deux
environnements distincts : une zone de riziculture irriguée et deux villages voisins. La
zone de riziculture irriguée a révélé une prévalence plus élevée d'infections par les
endoparasites, avec des taux de 36,7 % pour Taenia taeniaeformis (cestodes) et 35,25
% pour Capillaria hepatica (nématode), par rapport aux taux plus bas observés dans
les villages. De plus, l'intensité des infections était également moins prononcée dans
ces villages. Les résultats de la capture d’hétes dans trois emplacements différents
suggerent un lien entre les especes hotes et leurs habitats préféerés. En effet, selon les
auteurs, les animaux semblent choisir des habitats spécifiques pour faciliter I'acces a
la nourriture. Par exemple, dans les zones de culture de riz, le rat des riziéeres (Rattus
argentiventer) était I'espéce prédominante capturée. Ceci s'explique par le fait que le
riz constitue la principale source de nourriture pour R. argentiventer, en particulier
pendant sa phase générative favorisant ainsi les performances de reproduction. Une
abondance des cultures de riz induit la maturité des males R. argentiventer. Les

populations de R. argentiventer présentaient la plus forte prévalence de parasites
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comparativement a d’autres espéces, probablement en raison de leurs déplacements
entre les rizieres et les villages apres la récolte, a la recherche de nourriture alternative
et d'habitats de refuge temporaires. Ce mouvement augmente les échanges de rats
des riziéres entre les environnements, ce qui a un impact sur la prévalence de
I'infection par des parasites. Les rongeurs, en général, jouent un de réservoirs de

maladies, avec le potentiel de transmettre des maladies aux humains et au bétail.

A.3.3 Dynamique parasitaire : effets des facteurs écologiques et du
comportement des hétes sur la transmission.

Densité et abondance des hotes.

Des chercheurs se sont concentrés sur l'influence de deux paysages différents dans
I'Indiana (une zone a prédominance forestiére et un paysage plus hétérogéne et
dominé par I'agriculture) sur la prévalence et I'intensité de I'infection des souris a pattes
blanches (Peromyscus leucopus) au parasite nématode Baylisascaris procyonis
(Page, Swihart, et Kazacos 2001). L'hypothése postule que les modifications de
l'utilisation des terres ont affecté les interactions entre les ratons laveurs (I'hote définitif)
et les souris a pattes blanches (I'h6te intermédiaire).

Les ratons laveurs (Procyon lotor) ont montré des réponses positives en termes
d’abondance aux changements induits par I'agriculture, entrainant des implications
importantes dans le dynamique de transmission de B. procyonis. Les chercheurs ont
découvert que dans le paysage agricole tres fragmenté, la prévalence, l'intensité de
l'infection et le nombre moyen de larves de B. procyonis chez les souris a pattes
blanches étaient significativement plus élevés que dans le paysage majoritairement
forestier. Les résultats indiquent également qu'a mesure que les foréts devenaient plus
fragmentées, les taux de rencontre entre les souris a pattes blanches et les stades
infectieux de B. procyonis augmentaient. Cette interaction accrue a entrainé des taux
de transmission plus élevés du parasite aux hétes intermédiaires.

Une autre étude a décrit la dynamique de prévalence de trois nématodes intestinaux
dans la population de renards roux sur une période de 11 ans (Mgrk, Ims, et
Killengreen 2019). Les auteurs se sont concentrés sur la relation entre la prévalence
de ces nématodes et les cycles de population des rongeurs, qui servent d’hétes
intermédiaires a certaines especes de nématodes. L'étude révele que les trois
nématodes intestinaux de la population de renard roux ont présenté une dynamique

de prévalence contrastée au cours de la période d'étude de 11 ans. L’abondante de
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deux especes d'Ascarididae, Toxascaris leonina et Toxocara canis, chez les renards
roux individuels, ces deux especes étant connues pour utiliser les rongeurs comme
hétes intermédiaires paraténiques ou facultatifs, présentait des dynamiques cycliques
marquées qui reflétaient étroitement le cycle quadriennal des populations de rongeurs.
En revanche, Uncinaria stenocephala présentait beaucoup moins de variations
d’abondance et ne montrait aucune relation avec les cycles des rongeurs. L'étude
suggere qu'une abondance élevée de rongeurs pourrait augmenter la prévalence de
T. leonina chez les renards roux. Selon les auteurs, les résultats démontrent que la
dynamique cycligue des populations de rongeurs joue un réle crucial dans
I'épidémiologie de T. leonina et de T. canis. L'augmentation proportionnelle de
I'abondance et de la prévalence des nématodes avec I'augmentation de la densité des
rongeurs suggere que l'ingestion par le renard roux de proies de rongeurs infectés

constitue un mécanisme de transmission majeur.

Comportement des hbétes et probabilité de rencontre (exposition et infection) -
mode de vie et comportement défécatoire.

Pour que la transmission se produise, les hoétes intermédiaires doivent entrer en
contact avec les larves présentes dans I'environnement sur le sol ou dans les matiéres
fécales des hétes définitifs. Ainsi, le comportement de I'héte influence la probabilité
d'exposition, car ses interactions sociales et son mode de vie peuvent le mettre en
contact avec le parasite. Le comportement défécatoire des hotes définitifs peut
propager le parasite dans le paysage, et leurs habitudes alimentaires peuvent les
mettre en contact avec le parasite, maintenant ainsi le cycle de vie du parasite dans
I'environnement local. Les déplacements des hétes définitifs sur de longues distances
au-dela de leurs domaines vitaux ou territoires® pour explorer, prospecter ou disperser
contribuent également a la propagation spatiale des ceufs et des larves du parasite
(Mace, Harvey, et Clutton Brock 1983; Morley 2022).

Dans le parc national d'Ankarafantsika, au nord-ouest de Madagascar, le mode de vie
de deux especes de Iémuriens, le lémurien sportif de Milne-Edward (Lepilemur
edwardsi) et le [émurien laineux de I'Ouest (Avahi occidentalis), qui different dans leur
habitude de couchage, a été comparé par May Hokan et collegues (Hokan et al. 2018).

Lepilemur edwardsi, qui dort dans des trous d'arbres en utilisant frequemment le

3 (i.e. les territoires, réservés a I'accouplement, I'alimentation ou la nidification, sont exclusivement disponibles
pour un individu ou un groupe, excluant activement les autres animaux. Un domaine vital est la zone exclusive
qu'un individu occupe (Mace, Harvey, et Clutton Brock 1983; Morley 2022)
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méme site de sommeil, présente des co-infections de nématodes strongles et
oxyuridés. En revanche, A. occidentalis, qui dort sur des branches ouvertes et change
frequemment de site de sommeil, ne présente que des ceufs de nématodes strongles.
Les résultats révelent une faible diversité parasitaire en raison du mode de vie

arboricole des lémuriens, limitant ainsi leur exposition aux stades infectieux.

Transmission trophique : interactions prédateur-proie et disponibilité de
nourriture.

De nombreux parasites, caractérisés par des cycles de vie complexes, sont tributaires
des interactions prédateur-proie pour leur transmission, les hétes définitifs étant
infectés par la consommation d'un hoéte intermédiaire infecté. Le risque de
contamination peut étre influencé par la disponibilité de ressources et de sources
alimentaires alternatives, agissant a travers les interactions prédateurs-proies qui
sous-tendent la transmission des parasites par voie trophique (Marcogliese 2002;
Valtonen, Marcogliese, et Julkunen 2010).

Dans une étude expérimentale sur le terrain manipulant les populations naturelles de
tamias oriental (Tamias striatus), qui peuvent étre infectés par plusieurs nématodes,
notamment Capillaria tamiasstriati et Citellinema bifurcatum, ainsi que Rictularia halli,
lequel utilise un héte intermédiaire insecte pour sa transmission. Luong et collegues
(Luong, Grear, et Hudson 2014) ont examiné l'impact de la présence d'aliments
alternatifs sur le comportement alimentaire des hoétes définitifs. Les chercheurs ont
supposé que les hoétes définitifs, placés dans un environnement offrant des sources
alimentaires alternatives facilement accessibles, pourraient modifier leur
comportement alimentaire, entrainant une diminution directe de I'exposition et de la
transmission des parasites a transmission trophique. Les résultats de I'étude ont
montré que la prévalence de linfection a diminué en réponse a un supplément
d’aliments (graines de tournesol). Cependant, aucun changement similaire n'a été
observé dans la prévalence de l'infection pour les deux parasites transmis directement,
c’est a dire avec un cycle a un seul hote. Les chercheurs ont interprété ces résultats
en soutenant leur hypothése selon laguelle la recherche alimentaire de I'héte influe
directement sur [I'exposition aux parasites dépendant de lingestion d'hotes
intermédiaires pour leur transmission. En conclusion, I'étude souligne l'importance de
la disponibilité relative des différentes ressources alimentaires dans les conséquences

de la transmission des parasites, en particulier ceux intégrés dans le réseau trophique.
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A.4 Nématodes parasites : Généralités

Les nématodes, également désignés sous le nom de vers ronds, constituent un groupe
diversifié d'organismes présents dans divers environnements. On a répertorié plus de
25 000 espeéces de nématodes, dont environ 10 000 se trouvent dans les
environnements marins et terrestres, 3 500 agissent en tant que parasites des
invertébrés, et 12 000 parasitent les vertébrés (Robert Poulin et Morand 2000; Hugot,
Baujard, et Morand 2001). Ces organismes présentent une variété de cycles de vie
avec des schémas variés de développement et de transmission. Certaines especes
suivent un développement simple, sans héte intermédiaire (monoxene). Dans ce cycle,
le ver, sous forme larvaire libre, est libéré dans I'environnement pour rencontrer son
héte (phase pré-parasite). La deuxieme partie du cycle débute a l'intérieur de I'hote,
ou se déroulent la maturation et la reproduction. D'autres espéces suivent un cycle
plus complexe, impliquant des hotes intermédiaires ou se développent les premiers
stades du cycle de vie du parasite (cycle hétéroxéne) (Anderson, Chabaud, et Willmott
2009). Dans le développement classique des nématodes, il existe quatre stades
larvaires primaires (L1, L2, L3, L4) précédant le stade adulte. Pour certaines especes,
le stade L3 est infectieux et nécessite un héte intermédiaire (Chabaud 1955).

Les nématodes utilisent diverses stratégies pour s'établir au sein des populations
hotes. Les modes d'infection incluent la pénétration cutanée, l'ingestion orale d'ceufs,
l'ingestion de larves infectieuses directement ou par l'injection via des vecteurs
arthropodes suceurs de sang, pour n'en citer que quelques-uns (R. Poulin, Krasnov,
et Morand 2006; Anderson, Chabaud, et Willmott 2009). Les nématodes parasites
peuvent influencer significativement la dynamique de I'héte et jouent un rdle crucial
dans le fonctionnement des écosystemes (Peter J. Hudson, Dobson, et Lafferty 2006;
Frainer et al. 2018). En infectant les animaux hoétes, ils peuvent moduler le
comportement de I'hote, ses besoins énergétiques et sa fitness (survie, reproduction)
(A. P. Dobson 1988; Hurd 1990). D'autre part, les nématodes parasites, qui infectent
généralement les animaux sauvages, peuvent également se transmettre aux
populations humaines et aux animaux domestiques, engendrant ainsi de nouvelles
sources de maladies et des problemes de santé publique a travers le monde (Nicolas,
Perez, et Carme 2006) comme l'anisakiase (Sakanari et McKerrow 1989), 'ascaridiose
(Mbaye, Wade, et Klotz 2003; Nicolas, Perez, et Carme 2006).
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A.4.1 Le modéle d’étude : A. cantonensis.

A. cantonensis (Chen, 1935) est un nématode parasite communément connu sous le
nom de ver pulmonaire du rat (Famille : Angiostrongylidae. Superfamille
Metastrongyloidea). A. cantonensis, aux coOtés de Angiostrongylus costaricensis
Morera & Céspedes, 1971 est I'une des rares especes parmi une vingtaine décrites du
genre Angiostrongylus spp. capable d'infecter 'hnomme. Alors qu’A. costaricensis est
responsable de l'angiostrongylose abdominale (Morera 1973) , A. cantonensis est
'agent de l'angiostrongylose nerveuse humaine, représentant la cause la plus
fréquente de méningite a éosinophiles chez I'humain.

A. cantonensis a été initialement décrit par Chen en 1935 (H.-T. Chen 1935) dans la
région de Guangzhou en Chine, a partir des poumons de rats . Le cycle de vie
complexe d’A. cantonensis implique deux hotes obligatoires : les rats en tant qu'hotes
définitifs et les gastéropodes en tant qu'hotes intermédiaires (voir encadré 1). Diverses
especes de rats et de gastéropodes peuvent servir d'hétes (Cowie 2013). (L'encadré
2 décrit de maniere détaillée le cycle de vie complet du parasite et la figure présente
la migration du parasite chez le rat.

Encadré 1: (Voir : Rat Lung Worm Disease Scientific Workshop, Honolulu, Hawaii August
16-18, 2011 Présentation de Jaynee R. Kim)
https://www.hawaii.edu/cowielab/Program&Abstracts.pdf

Ce que nous entendons par :
Hbtes définitifs. Obligatoire pour terminer le cycle de vie. Les larves se développent,
deviennent matures et se reproduisent.

Hbtes intermédiaires : Obligatoire au cycle de vie. Les larves se muent et peuvent
persister, parfois pendant toute la vie de I'hote.

Hbtes accidentels : Pas obligatoire pour le cycle de vie. Impasse pour le parasite : Les
larves se développent jusqu'a un certain stade mais ne se reproduisent pas et meurent.
Peuvent souvent causer des maladies ou la mort.

Hotes paraténiques : Pas obligatoire pour le cycle de vie. Les larves ne se développent
pas et ne se reproduisent pas chez ces hétes. Peuvent infecter les hotes définitifs,
accidentels ou paraténiques quand ils sont consommeés. Seules les L3 survivront chez les
hétes paraténiques, mais elles ne s'y développeront pas et resteront dormantes jusqu'a
ce que I'hdte paraténique soit consommeé par un hote définitif ou accidentel.
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Encadré 2 : Cycle de vie de A. cantonensis. D’apres (Cowie, 2013)

Les premiéres larves (L1) sont expulsées dans les excréments des rats. Ces excréments infectés
sont ensuite ingérés par des escargots ou des limaces. Il est a noter que les larves peuvent pénétrer
dans l'escargot en traversant la paroi corporelle ou les pores respiratoires. Les larves se développent
jusqu'au troisieme stade larvaire (L3) a l'intérieur de I'escargot, ou elles demeurent jusqu'a ce que
l'escargot soit consommé ou meure. Lorsqu'ingérées par un rat, les larves traversent l'intestin de
I'animal pour atteindre l'intestin gréle. Elles pénétrent ensuite les parois intestinales et entrent dans
la circulation sanguine. Voyageant passivement dans le flux sanguin, certaines larves finissent par
atteindre le systéme nerveux central et pénétrer dans le cerveau.

Dans le cerveau, les larves se développent jusqu'au stade subadulte. Les infections légéres
entrainent généralement des dommages minimes et n'induisent pas de réaction comportementale
significative, tandis que des infections graves peuvent provoquer des dommages plus importants et
des symptémes comportementaux visibles. Une fois parvenus au stade subadulte dans le cerveau,
les vers quittent cet organe, pénétrent dans le systeme circulatoire veineux, et se dirigent vers le
ventricule droit du cceur et les artéres pulmonaires. Dans ces zones, les vers se développent,
atteignent leur maturité sexuelle, s'accouplent, et les femelles pondent des ceufs.

Les ceufs circulent dans le sang jusqu'aux poumons, d'ou le nom de la maladie, la « maladie du ver
pulmonaire du rat ». Dans les poumons, les ceufs éclosent, donnant naissance a des larves de
premier stade dans le tissu pulmonaire. Selon le niveau d'infection, les rats peuvent subir des
dommages significatifs aux artéres causés par les vers adultes et des Iésions pulmonaires dues aux
réactions inflammatoires des larves. Les larves de premier stade traversent les parois des
bronchioles et des alvéoles, remontent la trachée dans les sécrétions respiratoires, et sont
finalement avalées pour étre libérées dans les selles. Le cycle se répéte lorsque les escargots
ingérent les excréments infectés, et en supposant que le rat consomme l'escargot infecté rapidement
apres que les larves de I'escargot ont atteint le troisiéme stade, le cycle complet prend environ 45
jours.

Les humains peuvent étre infectés par A. cantonensis de la méme maniére que les rats, en ingérant
intentionnellement ou accidentellement des escargots ou des limaces infectés par des larves de
troisieme stade. Le processus de développement larvaire suit un déroulement similaire a celui du
rat jusqu'a ce que les larves atteignent le stade sub-adulte dans le cerveau humain. La plupart de
ces vers sont incapables de réintégrer le systéme circulatoire et, aprés s'étre déplacés dans les
tissus cérébrauy, ils finissent par mourir. On pense gue les dommages neurologiques résultent a la
fois des dommages physiques causés par le mouvement des vers dans le cerveau et de
l'inflammation déclenchée par la réaction immunitaire aux vers. Cette réaction immunitaire semble
étre plus intense en réponse aux vers morts qu’aux vers vivants. Certains vers peuvent atteindre
l'artere pulmonaire et les poumons sans se reproduire. De plus, des vers ont été observés dans les
yeux, un phénoméne observé dans les infections par d'autres parasites neurotropes. D'autres
animaux peuvent également servir d'hbtes accidentels pour A. cantonensis.

Les humains peuvent également étre infectés en ingérant des hdtes paraténiques, qui sont des
hétes sur lesquels les larves d’A. cantonensis ne peuvent pas se développer complétement mais
restent en vie pendant un certain temps. Les hbtes paraténiques, y compris divers autres animaux
tels que les crevettes d'eau douce, les grenouilles et les vers plats, sont infectés en consommant
des hétes intermédiaires déja infectés. Si ces hbtes intermédiaires contiennent des larves L3, elles
peuvent alors étre transmises a 'homme, ou elles se développent et finissent par mouirir.

30




Humains sinfectent en mangeant hotes
intermédiaires ou paraténiques contaminés
mal cuits. |

, Hotes  paraténiques
infectés en mangeant
des gastéropodes
{escargots, imace%

ceufs dans le parenchyme
pulmonaire

y Dans I intestin, ‘ ’
N

7 oansfms 7 Hl

HP

Fig.1 Cycle de développement d’A. cantonensis. Figure modifice de J. Vargas
(https://www.youtube.com/watch?v=BJ30Yc2GX9k). (HD : Hbétes définitifs ; HI Hotes

intermédiaires ; HP : Hbétes paraténiques).

La maladie chez '’humain.

Les signes de la maladie ne sont pas spécifiques et incluent des maux de téte liés a
une augmentation de la pression intracranienne (Murphy et Johnson 2013) des
vomissements, des nausées, de la fievre, une sensation de picotement, de la fatigue,
etc. (Epelboin et al. 2016 ; Lv, Zhou, et Andrews 2017) , ce qui rend le diagnostic
complexe. La plupart des cas sont bénins et guérissent spontanément. Cependant,
des complications potentiellement mortelles peuvent survenir aprés une importante
ingestion de larves L3 infectieuses (Bowden 1981; Epelboin et al. 2016 ; Sinawat et al.
2019). La letalité peut atteindre jusqu'a 80 % dans les infections les plus graves
(Chotmongkol et Sawanyawisuth 2002). Les soins consistent en des ponctions
répétées pour réduire la pression intracranienne et lI'administration d'analgésiques (J.
Wang et al. 2010). L'utilisation de médicaments anthelminthiques pour traiter
l'angiostrongylose nerveuse est controversée en raison de la crainte que la mort rapide
des larves puisse aggraver la réponse inflammatoire dans le cerveau et la moelle
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epiniere (Sawanyawisuth 2010; Epelboin et al. 2016 ; Ansdell et al. 2021). Cependant,
il semble qu'un consensus soit en train de se dégager. Une approche au cas par cas
est recommandée pour décider de l'utilisation d'anthelminthiqgues en attendant des
données définitives sur leur innocuité. La communauté scientifique suggére
d'administrer des corticostéroides simultanément a I'albendazole dans le traitement de
cette maladie. Il semble que I'association d'albendazole avec des corticostéroides soit
bien tolérée et sans danger (Ansdell et al. 2021).

Graeff-Teixeira et collegues (Carlos Graeff-Teixeira et al. 2023) ont synthétisé et mis
a jour I'état actuel des connaissances sur les criteres de diagnostic et la définition des
cas dans un article*. Toutefois, il est essentiel de préciser que ces critéres ne sont pas
définitifs, mais servent de point de départ pour une amélioration continue, comme le
soulignent Carlos Graeff-Teixeira et ses collegues (Carlos Graeff-Teixeira et al. 2023).
Les criteres utilisés pour le diagnostic de I'angiostrongylose comprennent des tests
tels que la sérologie et I'éosinophilie, classés en critéres mineurs, majeurs ou
confirmatifs. Le diagnostic peut varier de suspect a probable et confirmé, en fonction
de la certitude étiologique. Il est renforcé par la connaissance des éléments

d'exposition du patient au risque de contamination.

Encadré 3

Définitions des cas suspectés, probables, confirmés et les critéres correspondants selon le
Réseau international sur I'angiostrongylose (International Network on angiostrongyliasis)
(Voir Carlos Graeff-Teixeira et al 2023).

Suspecté : Maux de téte OU autres symptdmes neurologiques ou autres symptomes
neurologiques ou éosinophilie du LCR (Si la sérologie est positive). Et Tout critére mineur
(et éosinophilie du LCR).

Probable : Maux de téte OU autres troubles neurologiques signes/symptomes ET
Eosinophilie du LCR (Si la sérologie est positive) ET Au moins deux criteres mineurs (et
éosinophilie du LCR).

Confirmé : larves dans LCR ou chambres oculaires OU détection ADN du parasite
NB : Si la sérologie est positive et que 1’éosinophilie du LCR est supérieure a 40 %,
considérer la NA comme hautement probable/suspecte.

4 Plusieurs ateliers et conférences ont été organisés & travers le monde sur la maladie, et le 23 novembre 2021 a marqué la
création du Réseau international sur l'angiostrongylose (International Network on angiostrongyliasis). Depuis sa création, ce
réseau organise des réunions visant a discuter de divers sujets, en mettant particulierement I'accent sur les critéres de diagnostic
et la définition des cas (Carlos Graeff-Teixeira et al. 2023).
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A.4.2 Origine et distribution géographique d’A. cantonensis.

A. cantonensis est largement répandu a I'échelle mondiale, présent sur tous les
continents a l'exception de I'Antarctique. Il est endémique en Asie du Sud-Est,
certaines parties des Caraibes, des iles du Pacifique, et notamment & Hawai. Le
parasite a été identifié chez des rongeurs et/ou gastéropodes dans diverses régions
situées entre environ 39°N et 35°S de latitude, et de 94°W a 159°E de longitude. Il est
également présent en Afrique, en Amérique du Nord, en Amérique du Sud, en Asie,
en Australie, dans les Caraibes, en Europe (notamment en Espagne et récemment a
Valence), dans les iles de I'Océan Indien, et dans de nombreux autres endroits du
monde (Article No.1).

En synthétisant diverses études de plusieurs chercheurs, Cowie et collegues (Cowie,
Malik, et Morgan 2023) avancent I'idée que A. cantonensis aurait son origine en Asie
du Sud-Est. Selon ces auteurs, les différentes études s'appuient principalement sur le
lien évolutif étroit avec Angiostrongylus malaysiensis, largement répandu en Asie du
Sud-Est, ainsi que sur la capacité des rats d'Asie du Sud-Est a supporter des infections
graves a A. cantonensis. Cette adaptation a nécessité probablement un temps
considérable a se développer (Cowie, Malik, et Morgan 2023).

Cervena et collégues (Cervena et al. 2019) ont comparé les séquences du géne COX
des génomes mitochondriaux d’A. cantonensis provenant de I'extérieur de I'Asie du
Sud-Est. Leurs résultats ont révélé une faible diversité génétique au sein d'une seule
lignée d’A. cantonensis. Une similarité génétiqgue a été observée entre les souches
envahissant des localités trés éloignées, ce qui differe, selon ces auteurs, de la grande
diversité génétique des souches originaires de I'Asie du Sud-Est, la région dite
originelle. Les chercheurs ont conclu a I'existence d'un phénotype d’A. cantonensis
invasif, tel que la capacité a s'établir dans de nouveaux territoires, qui a une
composante génétique importante, comme en témoigne la présence du parasite en
dehors de la zone d'endémie originelle. Certaines souches du parasite semblent ainsi
plus aptes a se disperser et a s'établir dans de nouveaux endroits que d'autres
(Cervena et al. 2019).

Expansion de l'aire géographique
Ces différents signalements laissent envisager une expansion de l'aire géographique
du parasite vers des latitudes plus élevées, présentant ainsi un potentiel risque

zoonotique majeur pour I'Europe (Federspiel, Skovmand, et Skarphedinsson 2020).
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Par exemple, Kim et collegues ont élaboré un modele de I'habitat actuel du parasite a
Hawai en tenant compte des facteurs climatiques. Leur étude a révélé qu'a I'échelle
locale, les zones caractérisées par des précipitations et des températures plus élevées
seraient plus propices a la distribution future du parasite (Kim et al. 2019). Les auteurs
suggerent une expansion potentielle de la distribution du parasite sur I'archipel, liée a
'augmentation de facteurs abiotiques tels que les températures et les précipitations.

A une échelle plus vaste, York et collégues ont évalué la propagation potentielle d’A.
cantonensis depuis la région de la cote du Golfe et du Midwest des Etats-Unis. A l'aide
de tests de qPCR et de séquengage de 'ADN de rats, les chercheurs ont mis en
évidence la présence du parasite en Oklahoma, aux Etats-Unis, indiquant ainsi une
expansion de son aire géographique vers des latitudes plus élevées (York et al. 2015).
Le parasite était jusqu'a présent inconnu en Europe, mais A. cantonensis n'a été
signalé que trés recemment en Europe continentale (Galan-Puchades et al. 2022). Et
un habitant de Paris (France), sans antécédents récents de voyage dans des zones
d'endémie ou de consommation d'aliments importés, a recu un diagnostic de méningite
a éosinophiles causée par A. cantonensis en 2016 (Y. Nguyen et al. 2017). Le parasite
a également été détecté chez R. rattus a Tenerife, fles Canaries (Espagne) (Foronda
et al. 2010) et aux iles Baléares, Majorque (Espagne) chez Atelerix algirus, hérissons
d'Afrique du Nord (Paredes-Esquivel et al. 2019). Il se trouve désormais sur le
Espagne continnetale (Galan-Puchades et al. 2022 ; Galan-Puchades et al. 2023 ;
Paredes-Esquivel et al. 2023). Ces différents enregistrements suggerent ensemble
une expansion de l'aire de répartition géographique du parasite vers des latitudes plus

élevées, ce qui peut constituer un risque zoonotique majeur pour L'Europe

A.4.3 Contexte épidémiologique global Asie, Amériques, Caraibes,

Europe

A travers le monde, prés de 3 000 cas humains de neuroangiostrongylose ont été
recensés dans au moins 25 pays (Qiao-Ping Wang et al. 2008 ; Barratt et al. 2016).
Ces cas ont été diagnostiqués chez les autochtones ou chez des voyageurs. Environ
77 cas ayant été signalés en 2018, provenant de régions ou le parasite est endémique,
c'est-a-dire des régions tropicales ou subtropicales (Q.-P. Wang et al. 2008 ; Ansdell
et Wattanagoon 2018 ; Federspiel, Skovmand, et Skarphedinsson 2020). La grande
majorité de ces cas a été rapportée en Thailande (Q.-P. Wang et al. 2012 ;

Eamsobhana 2013). Les cas de neuroangiostrongylose humaine ont également été
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signalés a Hawai (Etats-Unis), au Japon, sur le continent américain (New, Little, et
Cross 1995; Foster et al. 2016 ; Flerlage et al. 2017 ; Al Hammoud et al. 2017; Todaka,
Oshiro, et Shinzato 2020), dans les Caraibes , Guadeloupe (Dard et al. 2017),
Martinique (Dard et al. 2020), Cuba (Aguiar, Morera, et Pascual 1981) , Jamaique
(Barrow, StRose, et Lindo 1996). Egalement en Amérique du Sud : Brésil (Lima et al.
2009 ; de Andrade et al. 2018) , en Equateur (Dorta-Contreras et al. 2011) , en Guyane
francaise (Defo et al. 2018). Mais aussi en Inde (Tiwari et al. 2019), au Laos (Yang et
al. 2021), au Vietnam (McBride et al. 2017), en Papouasie-Nouvelle-Guinée, en
Polynésie francaise, aux iles Fidji, aux Philippines, en Indonésie, au Sri Lanka, en
Afrique du Sud et en Egypte (Cross 2004; Qiao-Ping Wang et al. 2008 ; Barratt et al.
2016 ; Cowie et al. 2022).

Les habitudes alimentaires des populations, notamment la consommation de
mollusques crus ou insuffisamment cuits, jouent un rdle dans [linfection.
L'angiostrongylose nerveuse a également été signalée dans les pays voisins d'Asie du
Sud-Est tels que le Laos, le Cambodge et le Vietnam. Plusieurs épidémies
d'angiostrongylose ont également eu lieu en Chine, ou des changements dans les
habitudes alimentaires, notamment la consommation d’escargots, expliquent ces
épidémies (Qiao-Ping Wang et al. 2008). Cette infection humaine est désormais
répertoriée parmi les maladies parasitaires émergentes d'origine alimentaire par
I'Organisation mondiale de la santé (OMS), comme le soulignent Hu et collégues (Hu
et al. 2018). Depuis 2003, elle est classée comme une maladie infectieuse émergente
par le ministére chinois de la santé (Q.-P. Wang et al. 2012 ; Hu et al. 2018) et a Hawali
elle est soumise a une déclaration obligatoire depuis 2007 (Jarvi et al. 2023a). Elle a
€galement été proposée comme une priorité en Europe (Gonzalvez et Ruiz de Ybanez
2022).

Sur ITle d'Haiti (également appelée l'lle d'Hispaniola), partagée entre Haiti et la
Républiqgue dominicaine, aucun cas humain n'a été signalé a ce jour. Cependant, le
parasite a été détecté chez des rats de l'espece Rattus norvegicus et chez des
escargots terrestres de l'espéce Subulina octona dans des quartiers de Santo
Domingo, capitale de la Républiqgue dominicaine (Vargas, Gomez Perez, et Malek
1992), et uniqguement chez les rats R. rattus et R. norvegicus a Port-au-Prince, la
capitale d'Haiti (Raccurt, Blaise, et Durette-Desset 2003). Néanmoins, Vargas et ses
collegues expliquent I'absence de cas humains en République dominicaine par le

manque de systématisation des signalements de cas et d'autopsies dans les hopitaux
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et cliniques du pays. De plus, les symptomes de la maladie, tels qu'un taux élevée
d'éosinophiles et de fortes fievres, ne sont pas spécifiques, rendant ainsi le diagnostic
difficile (Vargas, Gomez Perez, et Malek 1992). De son c6té, Raccurt et son équipe
ont identifié A. cantonensis en Haiti en 2002, montrant la présence du parasite chez
30% des rats capturés (n=7 sur 23) a Port-au-Prince dans deux quartiers (Damien et
Carrefour) entre mars et juillet 2002. Raccurt et ses collegues soulignent l'incertitude
quant a limpact de ce parasite sur la santé humaine en Haiti, et estiment qu'il
nécessiterait une évaluation, surtout compte tenu des statistiques du Ministere de la
Santé Publique et de la Population d'Haiti (MSPP) indiquant que 1,3% des déces
recensés en 1999 étaient dus a une meéningite d'étiologie inconnue. Toutefois, aucune

donnée n'a été recueillie sur les gastéropodes lors de cette étude.

A.4.4 Profil épidémiologique des patients présentant des cas de

meningite en Haiti.

En Haliti, une étude a été entreprise dans le cadre d'un master en médecine, portant
sur le profil épidémiologique des patients présentant des cas de méningite®. Ce travail,
rédigé par la Dr. Wevney Lubin sous la direction du Dr. Jean Hugues Henrys (mémoire
en cours), se base sur une approche descriptive rétrospective. Les données
proviennent du "Projet de Renforcement de la Surveillance Epidémiologique,
PRESEPI" de la Direction d’Epidémiologie, de Laboratoires, de Recherches (DELR),
couvrant la période de janvier 2016 a décembre 2021, ainsi que de la base de données
de [I'hépital Albert Schweitzer dans la vallée de ['Artibonite (Département de
I'Artibonite). L'étude s'est concentrée sur quatre sites hospitaliers de la zone
métropolitaine de Port-au-Prince (Hbépital Universitaire de la Paix, Hopital de
I'Université d’Etat d’Haiti, Hopital Foyer St Camille, Hopital Saint-Damien Nos Petits
Fréeres et Sceurs) et I'hdpital Albert Schweitzer (HAS). Aprés le traitement des
données, 353 unités statistiques d'observation pour 'ensemble des sites hospitaliers
de Port-au-Prince et 29 observations pour I'HAS ont été retenues.

Les résultats indiquent que, dans la zone métropolitaine de Port-au-Prince, les
personnes infectées étaient plus fréquemment masculines (54,4 %), avec une
prévalence plus élevée chez les nourrissons (28 jours - 23 mois) a hauteur de 46,9 %.

Saint-Damien a enregistré le plus grand nombre d'observations (56,9 %), tandis que

5 Sous I'égide du Ministére de la santé Publique en Haiti un atelier de travail a été organisé avec comme objectifs : Améliorer
la qualité et standardiser les données produites par le systéme de surveillance national par la dotation du pays d’une liste
actualisée de définitions de cas pour ’ensemble des maladies et phénomeénes placés sous surveillance y compris la révision
d’autres outils de cette surveillance. Malheureusement les cas définis concernent uniquement les méningites bactériennes.
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la commune limitrophe de Port-au-Prince, Delmas, présentait le plus grand nombre de
cas suspects (21 %). Les symptomes les plus frequemment observés étaient la fievre
(92,5 %), la toux (63,2 %) et les convulsions (38,7 %). Aucun examen de culture du
liquide céphalorachidien (LCR) n'a été réalisé. A 'HAS, la majorité des observations
concernait des femmes (55,2 %), touchant principalement les adultes de 18 ans et plus
(46,4 %). Des examens de culture du LCR ont été effectués chez un peu plus d’'un
tiers des patients (37,9 %), et une méningite bactérienne ou virale a été diagnostiquée
chez 78,6 % des personnes testées. Aucun patient n'a été testé pour des cas de
meéningites parasitaires.

Le mémoire souligne une lacune importante, a savoir le manque d'examens directs du
liquide céphalo-rachidien (37,9 %) et l'absence de tests sérologiques ou PCR,
nécessaires pour diagnostiquer les cas de méningites parasitaires. Actuellement, les
diagnostics de méningites sont principalement orientés vers la détection de bactéries
plutét que de parasites. |l est crucial de mettre en ceuvre ces types d'examens
spécifiques, car l'absence de ces données ne permet pas de conclure de maniére
certaine sur la non-existence de l'angiostrongylose nerveuse humaine en Haiti,
contrairement a d’autres pays des Caraibes ou des cas humains ont été détectés
(Aguiar, Morera, et Pascual 1981; Barrow, StRose, et Lindo 1996; Qiao-Ping Wang et
al. 2008 ; Dard et al. 2017 ; Valente et al. 2018 ; Dard et al. 2020). Par ailleurs, pour
obtenir une compréhension globale de la prévalence et des facteurs de risque des
meéningites (bactériennes, virales, parasitaires) dans le pays, une collecte de données
plus étendue et diversifiée est nécessaire. La taille limitée de I'échantillon actuel
entrave la généralisation des conclusions sur I'épidémiologie des différents types de
méningites en Haiti. Il est impératif d'améliorer les systemes de surveillance et de
gestion des données liées a ces différentes méningites afin de mieux comprendre leur
distribution et de faciliter leur contréle. L'adoption de méthodes de diagnostic
appropriées, telles que des examens directs du LCR apres une ponction lombaire, des
tests sérologiques et PCR, représente une étape cruciale pour atteindre ces objectifs.

A.5 Méthodes de détection du parasite

A.5.1 Chez les hétes accidentels : humains, primates et autres.
La détection de larves d'A. cantonensis dans les prélévements, obtenus par ponction
lombaire ou oculaire (bien que rarement réalisée en raison du degré d’expertise requis

pour sa mise en ceuvre et l'identification des larves), constitue un outil confirmatoire
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de l'angiostrongylose (Punyagupta, Juttijudata, et Bunnag 1975). La ponction lombaire
peut révéler une pléocytose éosinophile, caractérisée par des taux anormalement
élevés d'éosinophiles dans le liquide céphalorachidien ainsi que des protéines du LCR
(Schmutzhard, Boongird, et Vejjajiva 1988; Dorta-Contreras et al. 2011 ; Martins,
Tanowitz, et Kazacos 2015; Ansdell et al. 2021). Ce critére est considéré comme
majeur pour le diagnostic de la maladie, contrairement a I'éosinophilie sanguine qui
est un critere mineur (Carlos Graeff-Teixeira et al. 2023). Les techniques d’imagerie
cérébrale telles que I'IRM (Imagerie par résonance magnétique) ou la TDM
(Tomodensitométrie), ainsi que les tests sérologiques comme I'ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) (Maleewong et al. 2001 ; Eamsobhana, Yoolek, et Kreethapon
2003; Tsai et al. 2003), peuvent soutenir le diagnostic clinique, bien que leur spécificité
soit limitée. En effet, les tests sérologiques pour la détection d'anticorps peuvent
donner des résultats négatifs au début de [I'évolution de linfection (Ansdell et
Wattanagoon 2018). Ces criteres peuvent également étre absents chez certains
patients, soulignant ainsi les limites de la sérologie pour détecter les infections
actuelles (Carlos Graeff-Teixeira et al. 2023). Pour la confirmation de la maladie, des
diagnostics basés sur I'amplification de 'ADN ont été développés. Par exemple, la
détection moléculaire par PCR conventionnelle (Polymerase Chain Reaction) de I'ADN
du parasite dans le LCR ou le sérum en ciblant le géne de la sous-unité | (COI) de la
cytochrome ¢ oxydase mitochondriale (également appelé gene COX ou COX1) et
I'ADN de l'espaceur transcrit interne 1 ou 2 (ITS1 ou ITS2) (Caldeira et al. 2003 ;
Qvarnstrom et al. 2010 ; Rodpai et al. 2016 ; Galan-Puchades et al. 2022), fait partie
des méthodes de diagnostic. Un test de qPCR (PCR en temps réel, utilisé pour
quantifier I'ADN) plus sensible et spécifique a été développé, ciblant la région
AcanR3390 pour confirmer le diagnostic de la maladie (Prociv 2019; Sears et al. 2020).
Aujourd'hui, les chercheurs mettent en avant I'importance des approches moléculaires
dans le diagnostic de l'angiostrongylose, surtout chez les individus dont les
antécédents de contact restent inconnus (Luo et al. 2023). Certains auteurs estiment
gue le test AcanR3390 sera probablement le choix privilégié pour détecter 'ADN du
parasite responsable de I'angiostrongylose dans un futur proche (Sears, Qvarnstrom,
et Nutman 2021; Jarvi et al. 2023b).
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A.5.2 Chez les différents hotes (définitifs, intermédiaires et

paraténiques)

La confirmation de la présence du parasite repose sur son identification au sein de la
faune locale, incluant les hétes définitifs et les hétes intermédiaires et paraténiques.
Pour ce faire, différentes approches sont employées, notamment celles basées sur la
recherche des parasites dans les organes des hotes suivies de leur identification
morphologique, ainsi que la détection de leur 'ADN dans les tissus.

En effet, la détection du parasite chez les rongeurs implique généralement la
recherche des vers adultes dans les arteres pulmonaires, les poumons et le cceur lors
d'autopsies, suivie d'une identification spécifique basée sur les caractéristiques
morphologiques (Mackerras et Sandars 1954) . Pour isoler les larves aux stades L1 a
partir des excréments frais de rats, I'appareil de Baermann peut étre utilisé. Cette
technique consiste a placer les excréments de rats dans l'eau et a recueillir les larves
migratrices a travers un entonnoir (Baermann 1917).

Concernant les hétes intermédiaires et paraténiques, la détection peut débuter par
l'utilisation d'une solution de pepsine-HCL pour digérer les tissus, ce qui libere les
larves, suivi d’'une identification morphologique des larves (C. Graeff-Teixeira et
Morera 1995). Cependant, cette méthode doit étre réalisée peu de temps apres le
prélevement de I'échantillon (Qvarnstrom, Bishop, et da Silva 2013) c’est a dire sur
des échantillons frais ce qui complique I'analyse d'un grand nombre d'échantillons. Les
gastéropodes de petite taille peuvent étre écrasés entre lame et lamelle pour
rechercher et identifier les larves incrustées dans les tissus. Pour les gros
gastéropodes, une analyse microscopique des tissus pulmonaires peut étre effectuée
pour repérer les L3 présentes dans les nodules pulmonaires (Asato et al. 2004 ; Lv et
al. 2009). Cependant, le traitement des échantillons avec de la pepsine est
incompatible avec les analyses PCR (Qvarnstrom et al. 2007).

L'identification morphologique présente des inconvénients significatifs (Qvarnstrom,
Bishop, et da Silva 2013). Outre le temps considérable nécessaire a cette tache, elle
requiert des parasitologues hautement qualifiés capables d'identifier I'espece. En effet,
les caractéres morphologiques pertinents chez les vers adultes (Roberts et Janovy Jr
2000) et les juvéniles (Newton et al. 1998) sont limités, rendant délicate l'identification
morphologique au niveau de l'espece, en particulier pour les stades larvaires. Pour
surmonter cet inconvénient, des infections expérimentales peuvent étre réalisées.

Cela implique la récupération de larves stades L1 a partir des excréments de rats, qui
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sont ensuite utilisées pour infecter des mollusques. Les larves stades L3 sont ensuite
extraites et utilisées pour infecter des rats, permettant ainsi d'obtenir des vers adultes
identifiables par des spécialistes (Andersen et al. 1986 ; D. Chen et al. 2011) . Bien
gue moins codteuse, l'identification morphologique est moins sensible et peut donc
sous-estimer la prévalence (Zhao, Li, et Guo 2023). Ainsi, des approches moléculaires
plus spécifiques et plus sensibles ont été développées telles que la PCR
conventionnelle, la PCR en temps réel (QPCR) et la technique LAMP (Loop-mediated
isothermal amplification). Ces approches offrent une sensibilité accrue mais sont plus
codteuses et nécessitent des compétences en biologie moléculaire. Elles peuvent étre
réalisées sur des tissus congelés ou conservés dans l'alcool, offrant ainsi un avantage
(Qvarnstrom, Bishop, et da Silva 2013).

La premiére méthode de PCR mise en place pour la détection d'A. cantonensis et
d'autres especes du genre Angiostrogylus spp., A. costaricensis et A. vasorum, dans
les échantillons environnementaux a été la PCR-RFLP (Polymorphisme de longueur
des fragments de restriction). Développée par Caldeira et ses collégues (Caldeira et
al. 2003) cette méthode utilisait des amorces PCR largement réactives pour amplifier
une région génétique de vers nématodes, suivie d'une analyse du polymorphisme des
fragments de longueur de restriction ou d'un séquencage de I'ADN pour fournir une
identification spécifique a I'espéce (Qvarnstrom, Bishop, et da Silva 2013). La PCR-
RFLP, ainsi que des PCR conventionnelles, ciblaient le géne ribosomal de la petite
sous-unité (ARNr SSU), I'espaceur transcrit interne 2 (ITS2) ou le gene mitochondrial
de la cytochrome oxydase | (CO1). Cependant, I'approche PCR-RFLP ne permettait
pas de détecter les substitutions nucléotidiques en dehors du site de restriction précis
(Fontanilla et Wade 2008). Des tests PCR en temps réel spécifiques, amplifiant les
régions ITS1 et ITS2 et détectant uniqguement I'A. cantonensis, ont donc été
développés.

La méthode gPCR utilise des réactifs fluorescents dans le tube de réaction pour
détecter quantitativement le marqueur ciblé. En suivant la fluorescence en temps réel,
elle permet d'obtenir la courbe d'amplification et la valeur Ct® (Qvarnstrom, Bishop, et
da Silva 2013). Malgré sa sensibilité, sa spécificité et sa précision, cette méthode
nécessite des équipements codteux et peut étre difficile a utiliser dans des zones

reculées. Cependant, comparée a la PCR conventionnelle, elle offre des performances

6 C'est le « Threshold cycle (Ct) » values cycle seuil, paramétre qui représente le numéro de cycle auquel le
signal de fluorescence de la réaction PCR franchit un seuil prédéterminé. Ce seuil est fixé au-dessus du niveau de
fluorescence de base et est généralement placé dans la phase exponentielle de la courbe d’amplification PCR.
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ameliorées et ne requiert pas la confirmation de séquence d'ADN pour éliminer les
faux positifs (Qvarnstrom, Bishop, et da Silva 2013). Récemment, des chercheurs ont
mis en place un test qPCR ciblant la région AcanR3390 (Sears, Qvarnstrom, et
Nutman 2021).

La technigue LAMP représente une avancée significative dans la détection d'A.
cantonensis et d'autres agents pathogenes (R. Chen et al. 2011 ; Liu et al. 2011 ;
Qvarnstrom, Bishop, et da Silva 2013). Comparée a la PCR traditionnelle, la LAMP
offre une sensibilité accrue, une détection rapide et une facilité d'utilisation. En effet,
cette technique fonctionne a température constante. L'amplification de I'ADN cible est
rapide avec une haute spécificité grace a des amorces bien concgues, et la détection
des résultats peut se faire visuellement. La LAMP nécessite un équipement minimal,
ce qui la rend adaptée aux études sur le terrain d’ou son plus gros avantage (R. Chen
et al. 2011 ; Liu et al. 2011 ; Qvarnstrom, Bishop, et da Silva 2013). Elle s'est avérée
plus tolérante que la PCR face a certains inhibiteurs biologiques, facilitant la détection
dans des échantillons cliniques sans extraction d'ADN (R. Chen et al. 2011 ; Liu et al.
2011).

Cependant, malgré ses avantages, la LAMP requiert une température contrélée
pendant I'amplification, et les kits de détection peuvent étre relativement colteux. De
plus, pour les échantillons environnementaux, la présence d'inhibiteurs peut entraver
I'amplification précise de I'ADN, nécessitant parfois une dilution ou une purification plus
poussée (Jiang et al. 2005 ; Qvarnstrom, Bishop, et da Silva 2013).

A.6 Ecologie de la transmission de I’A. cantonensis : Revue de littérature.
Nous avons conduit une revue systématique de la littérature (Article No. 1) ayant pour

objectif d'approfondir la compréhension de la niche écologique d'A. cantonensis en
analysant les éléments biotiques et abiotiques qui la composent dans un contexte
spatio-temporel. Les résultats de cette revue systématique nous ont permis d’identifier

les lacunes et de dégager des pistes de recherche pour 'avenir.

A.6.1 Lacunes dans les connaissances actuelles et perspectives de
recherche
Notre revue a montré que :
e A. cantonensis se maintient dans des paysages avec des habitats favorisant la

coexistence des hotes (Hotes intermédiaires, définitifs) comme des habitats
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humides et/ou avec abondance de nourriture (surfaces agricoles) et donc des

interactions biotiques de type prédation.

e Aléchelle locale les facteurs climatiques, tels que la température, I'numidité et
les précipitations, influencent la survie des larves. Les saisons des pluies ou fin
de saison des pluies et les habitats humides sont favorables a la survie des

larves L1 car empéche leur dessication.

Toutefois, notre revue a mis en évidence le manque de données mettant en lien la
dynamique de population des différents hotes dans I'espace et dans le temps avec les
variations de transmission du parasite. Aussi, bien qu’étant un parasite transmis par
voie trophique, une seule étude a tenté de faire d’établir un lien entre les rats R. rattus
infectés par le parasite et leur régime alimentaire au Japon (Noda et al. 1987). Le
pourcentage d'estomacs de rats contenant des tissus de mollusques était relativement
faible chez les rats (Noda et al. 1987).

Le role des fortes pluies dans le maintien du parasite a une échelle locale reste a
élucider. En effet, dans un paysage donné en fonction de sa configuration de fortes
pluies peuvent éliminer ou diluer les excréments de rats, ce qui peut empécher la
rencontre des L1 avec des hbtes intermédiaires ou encore noyer les jeunes escargots
et donc réduire la taille de ces populations.

De nombreuses recherches sont donc encore nécessaires, notamment concernant les
habitudes alimentaires des especes étudiées, leur densité de population et le potentiel
d'adaptation de I'A. cantonensis a des climats plus froids, tout ceci en lien avec la
prévalence. De plus, il est nécessaire d'explorer plus en profondeur les contributions
relatives des différents hétes spécialement les hotes paraténiques a la dynamique de
la transmission du parasite.

Il est essentiel d'anticiper sur : quand (quelle saison ?) et ou (quelles surfaces, quel
habitat ?) les filtres de rencontre et de compatibilité seront ouverts simultanément.
Cette approche nécessite (i) d'étudier la niche écologique du parasite et comment les
facteurs tels que le paysage, la température et la saison, ainsi que les facteurs
biotiques tels que les interactions intra et interspécifiques, I'age, le sexe et les densités
de la communauté d’hétes, influent sur la dynamique de la population a différents
stades de vie et sur la répartition spatiale du parasite, et (ii) identifier avec précision

les contextes écologiques dans lesquels se produit I'exposition humaine.

42



A.6.2 Le modele conceptuel

Nous avons développé un tableau décrivant la transmission du parasite A. cantonensis
dans son environnement (Tableau 1). Le tableau résume les conditions de la
réalisation du cycle et du maintien du parasite dans I'environnement.

Ce modéele s'appuie sur l'analyse des études concernant la transmission écologique
des parasites a cycle indirect, se propageant notamment a travers des interactions
trophiques. Il a servi de référence pour la sélection de nos sites d'étude et a guidé la
définition des objectifs de cette recherche.

Une augmentation de la densité de population de rats est susceptible d’accroitre la
contamination de I'environnement par des larves du parasite ce qui augmenterait la
prévalence d’A. cantonensis chez les mollusques (hétes intermédiaires), crustacés et
lézards (hbtes paraténiques), et donc les risques de contamination de 'lhomme.

Haiti, ayant un climat tropical avec des variations liées a l'altitude et a la localisation
géographique, il connait donc des saisons seches et humides distinctes, influencées
par des changements dans les schémas de précipitations. Ainsi, nous nous attendons
a une transmission plus intense pendant les saisons des pluies, surtout dans les zones
humides cultivées, riches en ressources alimentaires pour les rats, comme les rizieres,
et moins fréquemment dans les zones seches avec des cultures peu exigeantes en
eau, telles que les oignons, les aubergines et les poivrons. Les zones urbaines sont
€également susceptibles d'abriter davantage le parasite, du fait de I'abondance de
déchets servant d’habitats pour les gastéropodes, et de sources de nourriture pour les
rats, soumettant ainsi potentiellement les populations locales a un risque accru de

contamination.
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Tableau 1 Tableau conceptuel de la transmission du parasite. Le tableau présente les

variations attendues de la présence et de I'abondance des populations hétes et du

parasite selon différentes conditions environnementales et saisonnieres.

Occupations de sol

Milieu rural

Milieu urbain

Saison des pluies

+ Les populations hotes peuvent augmenter en
raison de conditions favorables a la reproduction
et a la croissance de la végétation.

+ L'abondance du parasite peut augmenter en
raison de |'augmentation des populations d'hétes
et de I'humidité.

+ Crée des conditions pour la survie des larves du
parasite.

+ Les populations hotes peuvent rester stables en
raison des infrastructures urbaines offrant des
habitats et une certaine protection contre les
fluctuations environnementales.

+ Les jardins urbains et déchets urbains attirent
les rats, augmentant la densité de population.

+ L'abondance du parasite peut rester stable en
raison de la présence constante des populations

Saison séche

- Les populations hétes peuvent diminuer en
raison des ressources limitées en eau et en
nourriture.

- L'abondance des parasites peut diminuer en
raison de la diminution des populations d'hétes
et des conditions plus séches.

- Mort des larves par dessication.

- Les populations hétes peuvent diminuer
|légérement en raison du nombre limité de
précipitations et de la perturbation potentielle
des habitats pendant les saisons séches.

- L'abondance du parasite peut diminuer
légérement en raison de la diminution des
populations d'hétes et des conditions plus
séches.

hétes et des activités humaines.

A.6.3 Objectifs

Nous avons cherché a documenter I'écologie de la transmission du parasite en Haiti
et si, deux décennies plus apres sa premiére description dans le pays (Raccurt, Blaise,
et Durette-Desset 2003) le parasite persiste en Haiti. Nous nous sommes fixés 3
objectifs :

1) Synthétiser les connaissances sur les dimensions spatiales et écologiques de la
niche écologique d'A. cantonensis dans la littérature internationale.

2) Déterminer la présence et la répartition géographique du parasite en Haiti,
notamment dans les populations de rats et de gastéropodes, en utilisant des analyses
moléculaires et morphologiques.

3) Identifier les similitudes génétigues entre les souches A. cantonensis haitiennes et
celles de régions géographiquement éloignées.

Nous avons ciblé deux contextes écologiques contrastes :

(i) la vallée de I'Artibonite, qui présente une grande variété d’habitats ruraux (zones
humides, agricoles).

(i) la zone urbaine de Port au Prince, ou la parasite a été décrit la premiére fois
Nous avons choisi 2 périodes d’échantillonnage : saison pluvieuse et fin de saison
pluvieuse (début saison seche). La saisonnalité hydrologique serait également un

facteur déterminant dans l'intensification de la prévalence de I'A. cantonensis. La
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saison des pluies serait particulierement propice a une augmentation marquée de la
prévalence chez les rats, contribuant ainsi a son expansion (Foronda et al. 2010 ;
Archer et al. 2017 ; Companioni et al. 2019).
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B. Matériel et Méthodes

B.1 Présentation d’Haiti

La République d'Haiti, ou Hayti (18° 32' 21" N et 72° 20" 11 O"), est un pays situé dans
la région des Caraibes (Figure 2). L'lle dans son ensemble couvre une superficie de
76 000 km2, dont Haiti occupe environ le tiers, soit 27 750 km2, avec une population
de 11 067 777 habitants et une densité de 399 hab./km2, plagant ainsi Haiti parmi les
régions les plus densément peuplées du monde occidental (Théodat 1998). Haiti
présente une diversité de climats, mais le climat de type « tropical de savane »
prédomine largement (Classification de Kdppen, AW). Globalement, le pays connait
deux saisons distinctes : la saison seche (de novembre a mars) et la saison pluvieuse
(d'avril & octobre), avec des températures annuelles moyennes oscillant entre 25°C et
30°C. Les variations climatiques a travers le pays dépendent de l'altitude. Par exemple,
dans le massif de la Selle (figure 3), la température moyenne est de 20°C, avec environ
2 000 mm de précipitations annuelles, faisant de cette zone la plus humide du pays.
Le relief d'Haiti est essentiellement montagneux, comprenant différents massifs,
plaines, plateaux et vallées (figure 3). Sur le plan administratif, le pays est divisé en
régions ou départements, chacun ayant des "possibilités naturelles" distinctes
(Anglade, Atlas critique d'Haiti). Anglade a délimité ces régions en mettant en évidence
leurs caractéristiques géographiques et naturelles. Chaque région est influencée par
des facteurs tels que les précipitations, la topographie et le contexte historique. Ainsi,
on distingue :

e Reégion du Nord : population dense, vastes vallées fertiles et plaines cétieres.

e Région du Nord-Ouest : historiquement confrontée a des sécheresses
prolongées et a des difficultés agricoles.

e Plaine et vallée de I'Artibonite : prospére grace a une production alimentaire
élevée alimentée par le fleuve de I'Artibonite, avec des marchés agissant
comme des centres ruraux.

e Plateau Central : autrefois consacré a I'élevage espagnol, transformé en région
agricole jouant un réle crucial dans l'agriculture du pays.

e Agglomération de Port-au-Prince (Département de I'Ouest) : agit comme le

centre politique et économique, abritant une part importante de la population du

pays.
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e Région du Sud : caractérisée par un relief montagneux et des villes cétiéeres,
contribuant a l'identité unique des villes telles que Jérémie, Cayes, Aquin et

Jacmel.

Légende -y, E§
& Sites échantillonnés ! ]
Saint-Marc

=== Fleuve de 'Artibonite

Départements ou régions d'Haiti
Artibonite

Centre

Grand-Anse N
Nippes

Nord (J
Nord-Est
Nord-Ouest
Quest

Sud
Sud-Est

ONREENREONE

Source: CNIGS
Auteur : Jimmy Fedna
25 0 25 50 km Email: jimmy.fedna@univ-feomte.fr
[ a— Datum: WGS 84
Contexte: Thése doctorat/ UBFC
Date: 5 février 2024

Fig.2 Carte d’Haiti avec les départements, sites de I'étude (En haut a droite :
Médaillon Haiti dans le bassin Caraibe. Image prise sur Wikipédia). Certains sites se

chevauchent et n’apparaissent pas sur la carte.
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Fig. 3 Carte d’Haiti présentant ses reliefs’ (Anglade, caraibes, et d’espace 1982).

http://classiqgues.uqac.ca/contemporains/anglade georges/atlas critique haiti/planch

es/carte 10.html.

B.2 Choix du département de I’Artibonite et de Port-au-Prince.

L’étude est réalisée sur deux départements du pays : I'Ouest et I'Artibonite. Dans le
département de I'Ouest, l'agglomération de Port-au-Prince (milieu urbain) a été
retenue, tandis que dans I'Artibonite (milieu rural), la commune de Saint-Marc a été
retenue (Figure 2).

Les précipitations a Port-au-Prince sont trés faibles de décembre a mars, avec janvier
enregistrant les niveaux les plus bas de seulement 31 mm de pluie. Le mois de mai
connait davantage de précipitations, environ 240 mm de pluie, suivies de septembre
et octobre avec respectivement 230 et 220 mm de pluie. La température moyenne en
janvier est de 21,6 °C, faisant de ce mois le moins chaud. En revanche, en juillet et
ao(t, la température moyenne peut atteindre 24,9 °C et 24,8 °C respectivement (Figure
4a). Le département de I'Artibonite est le deuxieme département le plus peuplé d'Haiti

aprés celui de Port-au-Prince (département de I'Ouest). Sa population est estimée a 1

" George Anglade Atlas Critique D’Haiti.
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727 524 habitants pour une superficie de 4 987 km2 et une densité de 321 hab./km?
(IHSI, 2015). Environ 1200 km2de superficie sont cultivés. Le département est traversé
par le fleuve de I'Artibonite, long de 365 km, drainant un bassin de 9200 km?, inondant
la vallée et créant des zones humides favorables a la culture du riz, qui domine dans
la région. Les zones humides abondantes représentent la matrice paysagéere du
département. L'eau de surface est utilisée par les habitants pour divers usages tels
que la baignade, l'agriculture, la péche, la lessive, et la pature, créant ainsi une
interface  homme-environnement-faune susceptible d'influencer la dynamique de
transmission de parasites, de bactéries ou de virus zoonotiques. La température
annuelle moyenne du département est de 25,6 °C et les précipitations annuelles
moyennes sont de 674 mm. La commune de Saint-Marc a un climat tropical. Le mois
le plus sec est janvier, avec 15 mm de précipitations, et la plus grande quantité de
précipitations se produit en septembre, avec une moyenne de 102 mm. Le mois le plus
chaud de l'année est aolt, avec une température moyenne de 27,2 °C. Les
températures moyennes les plus basses de l'année se produisent en janvier,

avoisinant les 24,1 °C (Figure 4b).

ol o2 o [ [ [ or o
Copyright T& =

CLIMATE DR

Fig. 4a Diagramme ombrothermique de Port-au-Prince.
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Fig.4b Diagramme ombrothermique de Saint-Marc (Département de I'Artibonite)

B.3 Description des sites, et périodes d’échantillonnage

Dans la vallée de I'Artibonite, nous avons identifié sept sites qui illustrent la diversité
des activités humaines sur le sol, notamment la culture d'oignons et les rizieres
caractéristiques des zones rurales. Le choix des sites a été basé sur des indicateurs
d'impact humain tels que la présence ou l'absence d'habitations, ainsi que sur la
composition du paysage, incluant la présence ou l'absence de rizieres, de zones
humides et le type de cultures, qu'elles soient adaptées aux milieux secs ou inondables
(Tableau 2). Tous les 7 sites sont a Bocozelle, la plus grande section communale de
Saint Marc. A I'exception de Colminy et du Village Noé, classés comme zones séches,
tous les autres sites sont des zones inondables avec une matrice paysagére
composée de zones humides, de riziéres.

Le site de Damien présente un degré élevé d'anthropisation avec des habitations
proches. Il s'agit d'une ferme expérimentale pour les étudiants en Agronomie de la
faculté d'Agronomie de I'Université D'Etat d'Haiti (UEH). En raison de l'arrosage
constant des pépiniéres, le site de Damien reste humide toute I'année, méme pendant
la saison séche.

Pour décrire le paysage de chaque site, nous avons utilisé une base de données
d'occupation du sol (1:450 000) dériveée de 117 images Sentinel-2 (10m) acquises en
2019 aprés le passage de l'ouragan Matthieu dans la région Sud du pays (CNES

2020). Cette base de données a été produite dans le cadre du Recovery Observatory
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(CNES/CEOS) et réalisée par le SERTIT (https://sertit.unistra.fr/). Elle classe
I'occupation du sol en Haliti en sept catégories : Surfaces baties, Cultures, Végétation
arborée, Végétation herbacée, Sol nu, zones humides, Surfaces en eau. En utilisant
l'aire de répartition des rats comme point de référence, représentant la zone
fréequentée par un individu (Davis, Emlen, et Stokes 1948) et incluant généralement
les zones utilisées pour se nourrir, se reproduire et élever les jeunes (Burt 1943) nous
avons défini une fenétre d'analyse avec un rayon de 1 km pour chaque site
échantillonné. Bien que notre fenétre d'analyse de 1 km soit assez large par rapport
aux distances parcourues par un rat, les individus exploitent difféeremment les zones
de leur aire de répartition en fonction de facteurs tels que I'age, le sexe, la densité de
population, la saison et la variabilité environnementale (Kjellander et al. 2004; Safi,
Kodnig, et Kerth 2007) voire peuvent migrer vers de nouvelles aires de répartition (Burt
1943). Ainsi, notre fenétre d'analyse nous assure une estimation de la véritable
étendue parcourue par les rats.

Le pourcentage de chaque classe d'occupation du sol a été calculé pour chaque zone
tampon. La figure 5 présente les sites avec le pourcentage occupé pour chaque classe.
Nous avons utilisé le systeme d'information géographique gratuit QGIS Version 3.16.8-
Hannover pour réaliser ces représentations cartographiques.

Pour chaque site, dans chaque localité, nous avons consulté les associations de
citoyens locales, plus spécifiquement et la population locale en général, afin
d'expliquer le projet de recherche que nous menons. Une rencontre spéciale a été
organisée avec la personne considérée comme le "sage" ou l'autorité de la zone, voire
le ou la propriétaire du site. A chaque déplacement, nous étions accompagnés d'une
personne-contact, membre de la communauté. Ces démarches servent a deux fins.
La premiere est pédagogique : informer la population sur notre recherche et son
importance, facilitant ainsi leur collaboration. La seconde est politique : la participation

de la population garantit la Iégitimité et I'acceptation de notre travail par les habitants.
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Fig.5 Classes d’occupation du sol (en%) des différents sites échantillonnés.
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Fig. 5 suite.
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Fig.5 suite.
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Fig.5 suite.
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Tableau 2. Les différents sites échantillonnés en fonction de leur niveau
d’anthropisation, du contexte paysager et de 'effort d’échantillonnage. L'unité d’effort
d'échantillonnage ici est une nuit-piége (chaque piege posé pour une nuit). L'effort
d'échantillonnage total =Nombre de nuits X nombre de pieges. Par ex. pour Belanger

I'effort est : 8900 nuits-pieges.

Sites (Localités) Facteurs d'anthropisation Composition du paysage Coordonnées GPS Altitude Nombre de
(en métres) nuits et
nombre de
pieges
Belanger Pas de présence humaine Pas de cultures (hélophytes/ 19.22178° N 12m 20 nuits et 445
Pas d’habitations zone humide -72.66240° W pieges
Chatelain Pas de présence humaine Riziéres / zones humides 19.22461° N 12m 28 nuits et 510
Pas d’habitations -72.65381°W piéges
Colminy Pas de présence humaine Aubergine, piment, oignons, 19.18516° N 11m 20 nuits et 300
Pas d’habitations poivrons/ Terre séche -72.71958° W pieges
Damien Forte densité humaine Champs de canne asucreetde  18.15955° N 2m 7 nuits et 105
Milieu urbain culture‘s Vivriéres, vergers de -72.29310° W piéges
manguiers et autres arbres
fruitiers).
Pothenot Présence humaine Rizieres/ zone humide 19.21755°N 10m 20 nuits et 554
Habitations -72.65264°W pieges
Poirier Présence humaine Pas de cultures (hélophytes/ 19.19243° N 8m 20 nuits et 315
Habitations zone humide -72.67849° W pieges
Timonette Pas de présence humaine Cocotier, Bananier/ zone 19.17680° N 13m 33 nuits et 880
inondable -72.65740° W ieges
Pas d’habitations e
Village Noé Présence humaine Pas de cultures/ terre séche non  19.18050° N 48 m 24 nuits et 754
inondable -72.72378° W piéges

Habitations

Les échantillons de rats et de gastéropodes ont été collectés au cours de deux
périodes distinctes : en novembre 2020 (a la fin de la saison des pluies et au début de
la saison séche) et en septembre 2021 (pendant la saison pluvieuse). Les problemes
socio-politiques et d'insécurité du pays nous ont malheureusement empéchés de
mener une campagne d'échantillonnage pendant la période séche, c'est-a-dire en
décembre, janvier et février.

Un laboratoire de terrain a été installé dans la localité de Timonette avec un auvent
pour se protéger de la pluie (Photo 1) et ruban de sécurité, pour les dissections et

préléevements d'organes des rats.
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Photo 1 Laboratoire de terrain installé dans la localité de Timonette

B.4 Captures et dissection des rats

Nous avons suivi les protocoles du manuel "Protocols for field and laboratory rodent
studies" (Herbreteau et al. 2011) ainsi que les lignes directrices de la American Society
of Mammalogists pour I'utilisation des mammiferes sauvages dans la recherche (Sikes,
Care, et Mammalogists 2016) et la DIRECTIVE 2010/63/UE DU PARLEMENT
EUROPEEN ET DU CONSEIL du 22 septembre 2010 https://eur-lex.europa.eu/legal-
content/FR/TXT/PDF/?uri=CELEX:32010L0063&from=DE concernant la protection
des animaux utilisés a des fins scientifiques. Ces protocoles régissent les étapes de

capture, d'anesthésie et d'euthanasie des rats.

Nous avons confectionné des pieges-cages de dimensions 36x30x20 cm (Photo 2)
afin de capturer les rats en vie. Ces piéges ont été fabriqués localement par un artisan
de la région. Le piégeage vivant présente l'avantage de maintenir les rats intacts,

permettant ainsi des prélevements de sang et d'organes frais.

57


https://eur-lex.europa.eu/legal-content/FR/TXT/PDF/?uri=CELEX:32010L0063&from=DE
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/FR/TXT/PDF/?uri=CELEX:32010L0063&from=DE

Photo 2 Piéges faits par un artisan de la zone, les chiffres indiquent les

dimensions en cm.

Utilisation des pieges

Les rats étant des animaux nocturnes, les pieéges ont été installés vers 18 h au coucher
du soleil et récupérés le lendemain matin vers 6 h. Le nombre de piéges par site a été
ajusté en fonction des contraintes logistiques et autres imprévus. Afin de surmonter la
néophobie des rats, les pieges ont été appatés mais non activés pendant les trois
premiers jours sur les sites. Cette période a permis d'établir une sorte de contrat de
confiance entre les rats, les pieges et I'appat.

Différents types d'appats, tels que le riz, le hareng, le salami et les « chico » (une sorte
de collation au fromage tres appréciée des rats, d'apres les résidents), ont été utilisés
pour capturer les rats en se basant sur les recommandations de la littérature et les
conseils des habitants. Les résidents adultes et les enfants ont été impliqués dans le
déploiement des pieges sur chaque site. Cependant, une ou deux personnes ont été
désignées pour surveiller les pieges en échange d'une petite gratification en monnaie

locale.

Manipulation et dissection des rats

Les rats, maintenus dans leurs piéges, ont été transférés dans une boite hermétique
transparente. De lisoflurane liquide a été versé dans un flacon, puis vaporisé
directement sur les rats. Aprés cette étape, les rats ont été retirés de la boite et

euthanasiés par dislocation cervicale. Une fois disséqués, nous avons prélevé le cceur,
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les poumons de chaque individu, ainsi que le foie et I'estomac pour certains
spécimens. Les yeux de tous les individus ont été prélevés afin de récupérer les
cristallins, permettant ainsi de calculer I'age des individus (Hardy, Quy, et Huson 1983;
Tanikawa 1993) .

Toutes les mesures dhygiene et de sécurité ont été rigoureusement observées,
notamment a travers l'utilisation d'un ruban de sécurité délimitant le laboratoire de
terrain, ainsi que l'utilisation de gants et de masques de type FFP2 lors de la
manipulation des rongeurs (Photo 3). Nous avons bénéficié de l'assistance et des

conseils a distance, via WhatsApp, d'un anesthésiste et d'un parasitologue haitiens.

-

Photo 3. Opération de dissection et de prélevement des organes sur les rats

piégés dans un laboratoire de campagne.

Mesures morphométriques sur les rats et autres remarques

Sur chaque individu plusieurs mesures externes morphométriques ont été prises :
Poids - taille — longueur crane — longueur oreille — longueur patte arriere - Mesure
testicules - détermination du sexe — Nombre de tétines. Des remarques : Si
« gestation » (présence de foetus) ou encore si « entailles » (présence de coupures,

blessures).
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B.5 Conservation et stockage des rats

Les organes des rats prélevés ont été conserveés dans des récipients stériles a vis
contenant de l'alcool & 70%, tandis que les yeux ont été préserves dans des Eppendorf
avec du formol & 10%.

B.6 Détermination des espéces de rats

Selon les informations du parasitologue Jacques Blaise (communication personnelle),
il existe seulement deux especes de rats en Haiti : le rat brun Rattus norvegicus et le
rat noir, R. Rattus. Ce dernier se distingue par une queue plus longue que son corps
(longueur du corps mesurée du museau a la base de la queue) et une morphologie
plus trapue, tandis que chez le rat brun, c'est I'inverse. Ces mesures ont été utilisées
pour différencier les deux espéces. Cependant, pour une identification plus précise, le
gene cytB du génome mitochondrial du rongeur a été amplifié a l'aide des amorces
For-cytB-RFLP/Rev-cytB-RFLP (voir article n°2).

B.7 Diagnostic et détection d’A. cantonensis chez les rats.

Les organes tels que les artéres pulmonaires, les cceurs et les poumons ont été
examinés a la loupe binoculaire afin de rechercher la présence du parasite. Tout
organisme ressemblant a un ver a été soigneusement mis de cété dans un tube
étiqueté : R#C, R#P (pour Rongeur # Cceur, Poumons). Les spécimens ont été clarifiés
dans le lactophénol, puis identifiés d'abord sous un microscope optique en se basant
sur la morphologie de la bourse caudale et la taille des spicules (Maldonado Junior et
al. 2010 ; Moreira et al. 2013) . Une confirmation a été réalisée par PCR/séquencage
directement sur les tissus pulmonaires a l'aide des amorces NC1/NC2 ciblant le gene
ITS2 (ADN nucléaire ITS2 gene (strongylid nematodes PCR) (Fang et al. 2012), en
suivant le protocole de da Mota et collégues (Goncalves da Mota et al. 2020).
Simultanément, une analyse phylogénétique a été entreprise a partir des résultats de
PCR/séquencage directement sur les vers adultes, en ciblant le gene COX1
(Cytochrome c oxydase 1) selon un protocole pré-etabli par plusieurs auteurs (Monte
et al. 2014 ; M. Wang et Lv 2014 ; Goncalves da Mota et al. 2020). Les séquences de
nucléotides d'ADN obtenues par PCR/séquencage du géne Cox1 des vers adultes ont
été comparées a une vingtaine d'autres séquences isolées de I'espéce A. cantonensis
provenant de divers pays, téléchargées depuis la base de données Genbank.

L'alignement de ces ségquences a permis une analyse phylogénétique par probabilité
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maximale, révélant ainsi le degré de proximité entre les souches haitiennes et d'autres
souches en provenance du Brésil, du Japon, de la Guadeloupe et de la Polynésie
francaise, par exemple.

La prévalence du parasite a été calculée en utilisant la formule : Nombre d'individus

infectés par le parasite / Nombre total d'individus capturés x 100.

B.8 Gestion et analyse des données

Toutes les données ont été consignées sur des fiches standard de
prélevement/dissection avant d'étre enregistrées dans un tableur Excel en vue
d'analyses statistiques a l'aide du logiciel R version 4.2.2 (2022-10-31 ucrt). La nature

des analyses statistiques sera mentionnée dans les différents chapitres.
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C. Résultats - Articles

C.1J. Fedna, J.H. Henrys, G. Bornette, F. Grenouillet, F. Raoul. 2024. Transmission
ecology of Angiostrongylus cantonensis. A systematic review. Memdérias do
Instituto Oswaldo Cruz (En révision).

En appliquant la méthode PRISMA, nous avons réalisé une revue systématique a partir
de diverses bases de données. Cette revue synthétise les connaissances sur la niche
écologique du parasite, en mettant particulierement l'accent sur le réle des facteurs
abiotiques tels que le climat et des facteurs biotiques comme la prédation, dans la
dynamique du parasite au sein de son environnement.

Notre revue a approfondi le concept du ‘filtre de rencontre' et a identifié les lacunes
présentes dans les recherches actuelles sur I'écologie de la transmission de ce
parasite, en se penchant notamment sur le régime alimentaire de I'héte définitif, la

densité des populations et lI'influence des facteurs climatiques sur le cycle parasitaire.

Transmission ecology of Angiostrongylus cantonensis.

A systematic review.

J. Fedna'?’, J.H. Henrys?, G. Bornette?, F. Grenouillet:?, F. Raoul#

1 : Chrono-environnement UMR 6249, CNRS Université de Franche-Comté, F-25000,
Besancon, France.

2 : Sérologies Parasitaires et Fongiques, CHU, Besancon, France.

3: Equipe de Recherche sur I'Ecologie des Maladies Infectieuses et Tropicales
(EREMIT), Port-au-Prince Haiti.

Abstract

Angiostrongylus cantonensis, commonly known as rat lungworm, is a parasitic
nematode that is the leading cause of eosinophilic meningitis in humans. The life cycle
of the parasite involves rats as definitive hosts, snails or slugs as intermediate hosts
and a lot of paratenic or permissive hosts acting as reservoirs. A parasite must pass
two filters, the encounter filter and the compatibility filter to achieve a lasting interaction

with its host. This review focuses on the encounter filter. We present a conceptual

8 Corresponding authors:  jimmy.fedna@univ-fcomte.fr
francis.raoul@univ-fcomte.fr
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model of the transmission of A. cantonensis among its hosts and describe the
"encounter filter" factors that are potentially involved. The role of environmental factors,
such as climate, in influencing host population dynamics and L1-stage larval survival

is discussed.

Keywords: Angiostrongylus cantonensis, eosinophilic meningitis, encounter filter,

transmission ecology, zoonoses.

Résumeé

Angiostrongylus cantonensis, communément appelé ver pulmonaire du rat, est un
nématode parasite qui est la principale cause de méningite éosinophile chez I'homme.
Le cycle de vie du parasite implique des rats comme hotes définitifs, des escargots ou
des limaces comme hoétes intermédiaires et de nombreux hétes paraténiques ou
permissifs agissant comme réservoirs. Un parasite doit passer deux filtres, le filtre de
rencontre et le filtre de compatibilité pour parvenir a une interaction durable avec son
hote. Cette étude se concentre sur le filtre de rencontre. Nous présentons un modéle
conceptuel de la transmission d'A. cantonensis parmi ses hoétes et décrivons les
facteurs du "filtre de rencontre" qui sont potentiellement impliqués. Le réle des facteurs
environnementaux, tels que le climat, dans l'influence de la dynamique des populations

d'hoétes et de la survie des larves au stade L1 est discuté.

Introduction

Zoonoses are human infectious diseases transmitted from various species of
domestic or wild animals to humans by means of a vector or by direct contact. They
are caused by bacteria, viruses, fungi, parasites (including helminths), as well as by
arthropods (Jones et al. 2008; Woolhouse et Gowtage-Sequeria 2005). These
diseases represent a major public health issue, particularly in tropical and equatorial
zones, but also increasingly on a global scale, because of climate change, increased
human pressure on natural environments, agricultural intensification, and the
increased mobility of living organisms. Consequently, they also constitute a serious
emerging risk for populations in temperate zones. For example, several studies
suggest that warmer temperatures will enhance the transmission rate of infectious
diseases and will widen their geographical distributions (Banu et al. 2014; Evengard et
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Sauerborn 2009a; Kelly-Hope et al. 2008; Y. Zhang, Bi, et Hiller 2008). The causes are
multifactorial and differ from country to country: they include, for example, land use
changes, deforestation, and subsequent losses of biodiversity, overpopulation,
poverty, slums, lack of sanitation, hygiene, drinking unsafe water, limited access to
health care. These factors ultimately facilitate or increase the interactions between the
intermediate hosts or the paratenic and permissive hosts that may act as reservoirs,

their parasites and human beings.

Among zoonotic agents, the rat lungworm, Angiostrongylus cantonensis (Chen 1935),
a parasitic nematode (roundworm) is the most common cause of eosinophilic
meningites in humans, zoonosis also named human nervous angiostrongyliasis,
neuroangiostrongyliasis or angiostrongyliasis (Barratt et al. 2016). Angiostrongylus
cantonensis is belonging to the superfamily Metastrongyloidea and family Angiostron-
gylidae (Anderson 1978) and was described from rat lungs in the Canton region (now
Guangzhou) in China by Chen in 1935 (H.-T. Chen 1935).

Stage larvae (L1) are ejected in the feces of rats. These contaminated droppings are
then consumed by snails or slugs. The larvae can infiltrate the snail by traversing the
body wall or respiratory pores. Within the snail, the larvae progress to the third larval
stage (L3), where they remain until the snail is ingested or dies. Upon ingestion by a
rat, the larvae traverse the animal's intestinal tract to reach the small intestine.
Subsequently, they breach the intestinal walls and enter the bloodstream. Passively
carried through the bloodstream, some larvae eventually make their way to the central
nervous system and invade the brain. Inside the brain, the larvae mature into the
subadult stage. Mild infections typically result in minimal harm and do not trigger
significant behavioral reactions, whereas severe infections may cause more
substantial damage and observable behavioral symptoms. Upon reaching the subadult
stage within the brain, the worms vacate this organ, infiltrate the venous circulatory
system, and migrate towards the right ventricle of the heart and the pulmonary arteries.
Within these regions, the worms mature, attain sexual maturity, mate, and females
deposit eggs. The eggs travel through the bloodstream to the lungs, hence the term
“rat lungworm disease.” Within the lungs, the eggs hatch, giving rise to first-stage
larvae in lung tissue. Depending on the severity of infection, rats may endure
considerable damage to arteries from adult worms and lung injury from inflammatory

responses to larvae. First-stage larvae breach the walls of bronchioles and alveoli,
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ascend the trachea within respiratory secretions, and are eventually swallowed to be
excreted in the stool. The cycle repeats when snails ingest the contaminated feces,
assuming the rat consumes the infected snail promptly after the snail larvae reach the
third stage, completing the cycle in approximately 45 days (Cowie 2013)

Humans can become infected with A. cantonensis in the same way as rats, by
intentionally or accidentally ingesting snails or slugs infected with third-stage larvae.
The larval development process follows a similar course to that in rats until the larvae
reach the subadult stage in the human brain. Most of these worms are unable to re-
enter the circulatory system and, after moving through brain tissues, eventually die.
Neurological damage is thought to result from both the physical damage caused by the
worms' movement in the brain and the inflammation triggered by the immune response
to the worms. This immune response appears to be more intense in response to dead
worms than to live worms. Some worms may reach the pulmonary artery and lungs
without reproducing. Additionally, worms have been observed in the eyes, a
phenomenon seen in infections by other neurotropic parasites. Other animals can also

serve as accidental hosts for A. cantonensis.

Humans can also become infected by ingesting paratenic hosts, which are hosts on
which A. cantonensis larvae cannot fully develop but remain alive for some time.
Paratenic hosts, including various other animals such as freshwater shrimp, frogs, and
flatworms, become infected by consuming already infected intermediate hosts.
Paratenic hosts are not essential for the life cycle. Larvae do not develop and
reproduce in these hosts. They can infect definitive, accidental, or paratenic hosts
when consumed. L1 stage larvae will not survive or develop in these hosts. Only L3
larvae will survive in paratenic hosts, but they will not develop there and will remain
dormant until the paratenic host is consumed by a definitive or accidental host (Cowie
2013).

The medical importance of this parasite was overlooked until 1944 when it was found
infecting humans in Taiwan (Nomura et Lin 1945). However, these authors did not
figure out a definitive link between the worm and the disease (J. E. Alicata 1988). The
first suspicion of an eosinophilic meningitis due to A. cantonensis in Tahiti occurred

during the outbreak in the 1950’s (J. Alicata 1962a). Then the confirmation of human
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disease due to this nematod occurred in Hawaii in 1961 (Rosen et al. 1962; Rosen,
Laigret, et Bories 1961; Horio et Alicata 1961) .

Eosinophilic meningitis caused by A. cantonensis has now been reported from about
30 countries, and is gaining recognition as an emerging zoonosis. The disease is
endemic in southeast Asia, Australia, Pacific Islands, and the Caribbean. By 2008, over
2,800 cases of human angiostrongyliasis had been documented throughout these
regions, or identified in travelers returning from these regions (Federspiel, Skovmand,
et Skarphedinsson 2020; Ansdell et Wattanagoon 2018) .

The incubation period in humans is highly variable, ranging from one day to several
months. The symptoms include headache, vomiting, nausea, fever, paresthesia, stiff
neck, fatigue, body ache, photophobia, transient hypertension and/or lethargy
(Epelboin et al. 2016; Lv, Zhou, et Andrews 2017). Most cases are described as mild
and self-limited, although some fatalities have ocurred following a massive ingestion
of infective L3 larvae (Bowden 1981; Epelboin et al. 2016; Malhotra et al. 2006;
Sinawat et al. 2019). As the symptoms of the disease are not specific a presumptive
diagnosis can usually be made on the basis of hypereosinophilia of the cerebrospinal
fluid, specific eating habits of the patient, a clinical picture of the patient, a history of
exposure to the intermediate or paratenic hosts, the place of residence, or recent travel
to an endemic area (Graeff-Teixeira, Aramburu da Silva, et Yoshimura 2009; Kramer
et al. 2020; Kuberski 1981; Lo Re Il et Gluckman 2003). Serological tests (mainly
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA and immunoblot) can support clinical
diagnosis but positivity of these tests is often delayed (Eamsobhana, Yoolek, et
Kreethapon 2003; Maleewong et al. 2001). Moreover, their specifity is not optimal, with
several cross reactions (Graeff-Teixeira, Morassutti, et Jones 2018; Morassultti et al.
2017). They are not commercially available, and A. cantonensis serology can be
performed only in specialized laboratories. Proven diagnosis can be achieved by
detection of Angiostrongylus DNA in cerebrospinal fluid of infected patients, as seeing
larvae in humans is very rare (Eamsobhana et Yong 2009; Epelboin et al. 2016;
Murphy et Johnson 2013; Apichat Vitta 2012). Usually, the disease heals
spontaneously without complications but symptoms may persist for weeks or months.
Use of corticosteroids (prednisolone, dexamethasone) and/or anthelminthics
(albendazole, mebendazole) is highly debated (Epelboin et al. 2016; Marsh 1998;
Sawanyawisuth et Sawanyawisuth 2010; Tsai et al. 2001; Tu et Lai 2006). But a
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consensus is being reached that both corticosteroids and anthelminthics can be used
(Ansdell et al. 2021).

A. cantonensis is recognized as the leading cause of eosinophilic meningitis worldwide,
occuring on all continents, except Antarctica through the finding of adult and larval
stages in definitive and intermediate hosts, respectively (Kim et al. 2014; Sen Yong et
Eamsobhana 2013). The parasite was so far unknown in Europe but A. cantonensis
was only recorded in continental Europe very recently (Galan-Puchades et al. 2022) .
And, an inhabitant of Paris (France), with no recent history of travel to endemic areas
or consumption of imported food, was diagnosed in 2016 with eosinophilic meningitis
caused by A. cantonensis (Nguyen et al. 2017). The parasite has also been detected
in Rattus rattus in Tenerife, Canary Islands (Spain) (Foronda et al. 2010) and on the
Balearic Islands, Mallorca, (Spain) in Atelerix algirus, north african hedgehogs
(Paredes-Esquivel et al. 2019). It is now in continental Spain (Galan-Puchades et al.
2022; 2023; Paredes-Esquivel et al. 2023).These different records all together suggest
an expansion of the parasite's geographic range to higher latitudes which may

constitute a major zoonotic risk for Europe.

This review proposes to synthetize the knowledge on the ecological niche of A.
cantonensis, i.e. all the components of its biotic and abiotic habitat in their spatial and
temporal dimensions. More particularly, we aimed to explore variation in its abiotic and
biotic environment, and how this affects its population dynamics. This may allow better
definition of the health risks depending on the ecological context. This review finally
aimed to identify research gaps by noting limitations in previous published works.

Methodology
Strategy of bibliographic survey

We screened 4 databases (Google Scholar, PubMEd, Scopus, Web of Science)
following the PRISMA framework (Page et al. 2021; Liberati 2009). The searches were
performed by two research strings using the Boolean operators OR, AND, “*”
(angiostrongyl*OR rat lungworm, angiostrongyl*OR rat lungworm AND larvae) from
April to May 2020 with the last update in February 2022. The inclusion criterion were
that the studies dealt with the ecological niche of A. cantonensis.
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There was no limitation of the publication date for the search. The oldest papers
referenced date back to the 1960s, and articles in English, French, Spanish and
Portuguese were incorporated into the synthesis.

The articles were initially identified according to the titles, abstracts, and keywords, and
the duplicates were removed by using a reference management software, Zotero 5.0.
Abstracts and full texts were analysed and articles were considered or not according

to several criteria of exclusion:

- Bibliometrics (articles that assess scientific productivity as the number of
publications by a country's researchers on the subject)

- Biochemical (immune response, genetic, detection method, gene expression)

- Book Chapter unrelated to climatic parameters or ecological factors

- Experimental infections

- Fact sheet

- Foodborne disease

- Full text not available

- Geographic distribution of hosts unrelated to prevalence

- Human case reports (physiopathology, clinical symptoms, diagnostic,
treatment, prevention, public health, seroepidemiology studies)

- Negative studies (i.e. species examined but none were infected in the study)

- Other Angiostrongylus spp., other nematodes

- Papers written only in Chinese or Japanese

- Replies / comments to an article, erratum

- Review (history, taxonomy, phylogeny, lifecycle, case reports)

- Redundant data (that Zotero did not identify as duplicates)

- Workshop, congress, meeting (unrelated to prevalence, ecological factors)

We finally considered all papers that discussed natural infections of definitive,
intermediate, or paratenic hosts by A. cantonensis with an emphasis on niche and
transmission ecology. Differences in infection rates may vary depending on the
detection methods used. All the articles included in our review used morphological
and/or molecular identification methods for detecting A. cantonensis infection in hosts.

Figure 1 presents the flow diagram of the selection process.
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Results

Initially, 8514 articles were found: 23 in Google Scholar, 1232 in PubMed, 1528 in
Scopus, and 5731 in the Web of Science. In total, 5112 duplicates were removed, thus
3402 articles were retaineed after the first screening step.
After screening abstracts and titles, 1770 publications were rejected using the criteria
indicated above. Finally, 1632 articles were retained based on titles and abstracts only.
Of these, 1431 articles were excluded because they were not reporting any dimension
of the ecological niche. Our review therefore covers 201 papers, with publication dates

ranging from 1962 to January 2022.

Analysis
Prevalence of A. cantonensis in natural rodent populations and geographical

distribution.
Geographical distribution

Based on the information from 58 articles, A. cantonensis was found from
approximately 33°N (Red Slough Wildlife Management Area, in Oklahoma, US) to
35°S latitude (Jervis Bay in Australia), and from 94°W (Red Slough Wildlife
Management Area) to 159° E (Rarotonga Cook Islands). Based on the Koppen-Geiger
climate classification, the sites in which the worm was found have either a tropical
climate (Af: Tropical rainforest climate; Am: Tropical monsoon climate; Aw: Tropical
savanna climate with dry-winter characteristics), dry climate (BSh = Hot semi-arid
climate BWh = Hot desert climate), or temperate climate (Cwa = Monsoon-influenced
humid subtropical climate Cfa = Humid subtropical climate; Cwb = Subtropical highland
climate). The site of Tegueste (Canary Island) has the lowest average annual
temperature of 17°C and the one of Phitsanulok (Thailand) the highest of 27°C. Giza
Governorate (Egypt) had the lowest average annual precipitation (18 mm), with that at
Babahoyo in Ecuador having 6516 mm. The distribution of these climates in the

different localities studied is represented in figure 2.

Prevalence of the parasite in rodents and a shrew

Fifty-eight papers dealt with the worm prevalence among its definitive hosts. Forty-
Six species belonging to the orders Rodentia or Soricomorpha were investigated (i.e.
33741 individuals examined) (Figure 3 shows the number of rats analyzed by country)

16 species of rodents and one species of shrew, Suncus murinus (Soricomorpha)
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among the 46 were found infected with A. cantonensis. In total, 29291 rodents and
shrews of these 16 species were examined in around 100 locations in 29 countries and
4450 individuals were found infected (i.e. an overall prevalence of 15%; range 1% -
68%) (see Supplementary File 1 for more details). Table 1 and figure 4 present the
prevalence obtained from the results of the 58 articles analysed, and the geographic
distribution of infected species. Rattus tanezumi had the highest global prevalence
(68%), but only a small number of individuals was examined (n=542).

Rattus norvegicus and R. rattus were the more frequently sampled definitive hosts,
with 8610 and 9307 specimens analysed respectively. However, of the 11 papers, only
3 studies statistically compared the prevalence among the 2 species: Waugh et al.
(Waugh et al. 2016) found a significantly higher prevalence for R. rattus, while Lindo
et al. (Lindo et al. 2002) did not find any difference between the two species, and Yang
et al. (Yang et al. 2012) did not find any infected R. rattus individuals. Yang et al. (Yang
et al. 2012) failed to show any significant difference in prevalence of the parasite

between R. norvegicus and R. falvipectus.

Rattus exulans is the third most sampled species with 4875 specimens examined in
11 studies (Table 1). Among these studies, three compared R. exulans to R. rattus
(Jarvi et al. 2017; Niebuhr et al. 2021) or R. norvegicus and R. tanezumi (Estano,
Bordado, et Paller 2021) This highlighted a significant difference in prevalence
depending on the rat species. R. exulans was statistically more infected than the other
species. Lim (B. Lim 1967) on the other hand did not find any difference between R.

exulans, R. jalorensis, and R. rattus diardii.

Rattus norvegicus was also compared to R. flavipectus (Huang et al. 2019; R.-L. Zhang
et al. 2008) and Bandicota indica (D. Chen et al. 2011). In the studies of Zhang et
al.(R.-L. Zhang et al. 2008) and Huang et al. (Huang et al. 2019) R. norvegicus had the
highest prevalence, while in that of Chen et al.(D. Chen et al. 2011) B. indica had a
significantly higher prevalence. Rattus tanezumi had the highest overall prevalence
(68%, Table 1), but on the basis of only three studies (Cawas et al. 2020; Evengard et
Sauerborn 2009b; Tung et al. 2009). Estano et al. (Estano, Bordado, et Paller 2021),
demonstrated a statistically significant difference among rat species, with the highest
prevalence in R. exulans (42.9%), followed by R. tanezumi (29.8%) and R. norvegicus
(7.7%, P =0.047). In the study of Tujan et al. (Tujan, Fontanilla, et Paller 2016), on the
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contrary, R. norvegicus had a higher prevalence than R. tanezumi (respectively 46%
and 29%).

Mackerras and Sanders demonstrated after feeding laboratory mice with infective
slugs, that A. cantonensis cannot reach maturity in them (Mackerras et Sandars 1954).
Lim and Heyneman (B. Lim et Heyneman 1965) found that Suncus murinus, house
shrews that are human commensals, were poorly adapted to this parasite. House mice
and shrews are accidental dead-end hosts (see Suppl. File 1).. In their study, Lim and
Heyneman (B. Lim et Heyneman 1965) found that out of 282 sampled individuals of S.
murinus, one had 200 third-stage larvae in the stomach, 164 of which were already
dead. It has been widely observed that when a parasitic nematode infects an abnormal
host, this inappropriate host responds to the parasite by a massive production of
eosinophils. The latter are not only capable of releasing cytotoxic mediators but can
also participate in the regulation of the immune response by producing numerous
immune modulating cytokines, some of which are Thl and Th2 (T helper cell)
cytokines. Th2 responses have been considered predominant in non-permissive hosts
of A. cantonensis (Sugaya et al. 1997; Yoshimura, Sugaya, et Ishida 1994).

Infection of rats in different habitats

Studies on the prevalence of A. cantonensis in rodents living in various habitats
have shown that the prevalence of the parasite was higher in rats living in areas with
water, such as rice fields, fishponds, and wetlands, where there was a high density of
both intermediate and definitive hosts (D. Chen et al. 2011; Tujan, Fontanilla, et Paller
2016). Rodents living in rice fields may encounter molluscs (Estano, Bordado, et Paller
2021; Jarvi et al. 2017; B. Lim 1967; Tujan, Fontanilla, et Paller 2016) and some rats
may prefer to eat snails (Niebuhr et al. 2021; R.-L. Zhang et al. 2008). In rice fields the
population densities of both intermediate and definitive hosts were high. Agricultural
land was also found to be a suitable habitat for the life cycle of A. cantonensis because
of the abundance of intermediate hosts. (Castillo et Paller 2018; Estano, Bordado, et
Paller 2021; Tujan, Fontanilla, et Paller 2016).

Among the rare researchers who analyzed the distribution of the worm in different
habitat types, Lim and Heyneman (B. Lim et Heyneman 1965) demonstrated that
infection rates were the highest (22%) where the population density of both
intermediate and definitive hosts was high, and very low in less suitable areas, such

as the Lalang (Imperata cylindrica) grasslands (11%) and in the city (5%). They
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attributed the low infection rate in Lalang to frequent grass fires such that neither
rodents nor gastropods would be able to remain in one place for long periods, and that
therefore the transmission cycle of the parasite would be more difficult to maintain. The
low prevalence of the worm in urban rats was related to their confinement to houses,
which limits their contact with snail intermediate hosts. The infection rate of rats in
rubber plantations was similar to that in rice fields. The palm tree plantations and the
plots of secondary forests bordering the rice fields were refuges for rats and gastropods
during periods of drying up of the rice fields. As for rubber plantations, the grasses and
ferns that cover the soil provided litter that was an excellent breeding area for snails
and rats. Overall, Lim and Heyneman (B. Lim et Heyneman 1965) found that the
infection rate was significantly higher in rats of cultivated areas compared to those from
undisturbed primary forest or cities, respectively (22%) and (5%). They attributed these
differences to the abundance of both definitive and intermediate hosts in cultivated

areas.

Estano et al. (Estano, Bordado, et Paller 2021) showed that the prevalence of the
parasite was higher in rats captured in cultivated areas than in residential areas:
agriculture (36.7%; 6 = 3.5), followed by agro-forest (30%; 3 = 1.1), and residential
areas (6.71% = 0.9). Some species like R. tanezumi, found in different habitats
(agriculture, agro-forestry, residential areas), may act as bridge species, transporting
parasites between different habitats (Estano, Bordado, et Paller 2021). Poor urban
areas may maintain the parasite cycle because the environmental conditions (available
water and accumulation of inorganic materials such as building materials) create
suitable microhabitats in these neighborhoods, thus favoring the abundance rats and
molluscs (Souza et al. 2021). The lack of pavement also in poor neighborhoods was
identified as a risk factor contributing to the accumulation of rainwater in the ground,

creating humid environments that are favorable to gastropods (Souza et al. 2021).

Season-related infection in rats.

Six studies investigated the prevalence of the parasite in rodents in different seasons.
Four of them found no significant difference between seasons for R. norvegicus
(Estano, Bordado, et Paller 2021; Simoes et al. 2014; Souza et al. 2021) while the
other three demonstrated that parasite prevalence and abundance in rodents were
significantly higher during the rainy season (Archer et al. 2017; Companioni et al. 2019;
Foronda et al. 2010; Aghazadeh et al. 2015)
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Simdes et al. (Simoes et al. 2014) found that the prevalence of A. cantonensis did not
vary from season to season. The range of parasite abundance was greater during the
dry season. However, more rats had young A. cantonensis larvae in the subarachnoid
space during the rainy season. The authors therefore suggested that infection rates
were higher during this season. They suggested that stress hormones produced by the
rats during the dry season might explain this high prevalence because they make the

rats more susceptible to infection.

Estano et al. (Estano, Bordado, et Paller 2021) did not find any significant difference
in prevalence between the dry season (19.2%) and the rainy season (31.6%) for R.
norvegicus, R. tanezumi and R. exulans in the Philippines. They suggested that the
constant high humidity of the climate in the region may allow the parasite to remain in
the environment throughout the year. Souza et al. (Souza et al. 2021) suggested that
continuous, year-round contamination of the environment by the excrement of rats in
Salvador-Bahia, northeastern Brazil could could result in a lack of seasonality of

infection.

In Tenerife, Canary Islands (Spain), the prevalence in R. rattus was significantly higher
in winter (44%) than in summer (5%), perhaps because the high temperature and low
humidity in summer contrasted with the heavy rainfall in winter (Foronda et al. 2010).
Archer et al. (Archer et al. 2017) reported a similar result, i.e. the prevalence and
abundance of the parasite in R. norvegicus in Durban, South Africa were higher during
the rainy season. In La Lisa municipality, Havana, Cuba, the infection prevalence in R.
rattus was 46.0% with no statistical significance between different periods of the year,
even if a higher infection rate was observed during the rainy season (Companioni et
al. 2019). In general, the rainy season may create conditions leading to an increase in
snail populations and increased survival of the parasite L1 stage larvae in rat faeces
and the abundance of snails during the rainy season may also increase the probability

of encounter between the two essential hosts to maintain the parasite cycle.

Influence of the diet

A single study attempted to link the prevalence of A. cantonensis in R. rattus to its
diet in Japan on Yoron Island, in a zone comprising sugarcane fields and small forests

(Noda et al. 1987). Very little mollusc tissue was found in the stomachs of rats
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compared to plant material despite the abundance of molluscs in the area. In addition,
the mollusc species were difficult to identify. Without supporting statistical tests, the
authors concluded that infection prevalence in rats containing mollusc tissue was 27%
(4/15) and the occurrence of mollusc tissue in the stomachs of rats did not relate to
whether they were infected or not. They suggested that in this area, plants were the

primary food of R. rattus, explaining this low prevalence.

Geographical distribution and prevalence in gastropod populations

Geographical distribution

The geographical distribution of A. cantonensis in gastropods extended
approximately from 29°N (in St Johns County, Florida, USA) to 35°S latitude (Jervis
Bay in Australia) and from 89°W (in Alachua County, Florida, USA) to 157°W on Oahu
island (Hawaii, USA). Based on the Koppen-Geiger climate classification, the countries
that host the parasites are characterized overall in the same way as for the definitive
hosts (see the part on definitive hosts, and figure 2)

The prevalence of A. cantonensis in molluscs was almost always explored in areas
where the parasite was found prevalent in rats. A single study in Nigeria sampled only
snails and showed that the giant african snail Lissachatina fulica (Bowdich, 1822) was

infected, whereas the prevalence in rats was unknown (Igbinosa et al. 2016).
Difference in prevalence among gastropod species

The prevalence of A. cantonensis among gastropods was analysed in 78 papers. Most
studies concerned Brazil (15 studies), United States of America (15 studies, 13 out of
them in Hawaii), Thailand (10 studies) and China (7 studies). The researchers
examined almost 140000 individuals from throughout the world belonging to 165
species, and 24 taxa identified only to the genus level. Among these 165 species, 72
were naturally infected. Nine taxa among the 24 identified only to the genus level were
infected. Approximately 9500 specimens of all species considered together were

infected (see Suppl. File 2 for more details).

Table 2 presents the prevalence of the parasite in the different infected species. Snails

were more frequently sampled than slugs. The land snail L. fulica was by far the most
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frequently sampled species. In 50 studies, 30069 individuals were examined of which
3470 were infected (global prevalence 11.5%). The aquatic snails Pomacea
canaliculata (Lamarck, 1822), Subulina octona (Bruguiere, 1789), and the land snalil
Bradybaena similaris (Férussac, 1822) were less studied with 15, 14 and 12 studies
respectively. Finally, 8 studies focused on Melanoides tuberculata (Muller, 1774) and

guoted the occurrence of A. cantonensis in this species.

Among the slugs, Laevicaulis alte (Férussac, 1822) and the semi slug Parmarion
martensi Simroth, 1893 were sampled 8 and 6 times respectively and were frequently
found infected by A. cantonensis, with infection rates for L. alte ranging from 4% (n=51
individuals) to 80% (n=25) and even 100% in a smaller sample (n=4). For P. martensi,
the observed prevalence was 20% (n=753) for the lowest value, and reached 86%
(n=159).

Some species (Table 2) were sampled in a low number of studies, but the prevalence
of the parasite was high. For example, a total of 3700 individuals of the land snalil
Sarika resplendens (Philippi, 1847) were examined and the parasite prevalence
ranged from 1.4% in Selangor, Negri Sembilan and Malacca (central Malaya) (Crook,
Fulton, et Supanwong 1968), to 52% in Pahang, (Malaysia) (B. Lim et Heyneman 1965)
and 72% in Thailand (B. L. Lim et Omar-Ahmad 1969). In the same way, 1664
individuals of the land slug Microparmarion malayanus (Collinge, 1903) were sampled

and 640 were infected for a prevalence of 38% (B. Lim et Heyneman 1965).

The prevalence of the parasite was found to be high in other snails and slugs species,
such as the predatory land snail Euglandina rosea (Férussac, 1821) in several
Hawaian Islands (Higa, Brock, et Palumbo 1986; Kim et al. 2014; Rollins et al. 2021),
or the slugs Deroceras laeve (Muller, 1774) in Thailand (J. Alicata et Mccarthy 1964)
and Sarasinula marginata (Semper, 1885) in Brazil (Caldeira et al. 2007; Carvalho et
al. 2012; Souza et al. 2021; Thiengo et al. 2010).

On the other hand, the prevalence of the parasite was found to be null despite a
substantial sampling effort, (i.e. thousands of individuals examined for some species)
in several aquatic snails species: Pila gracilis (Lea, 1856) (Crook, Fulton, et
Supanwong 1968), Bellamya unicolor (Olivier, 1804) (Ibrahim 2007; Yousif et Ibrahim
1978), Allopeas gracile (Hutton, 1834) (Crook, Fulton, et Supanwong 1968),
Theodoxus jordani (Sowerby I, 1836) (Ibrahim 2007), Physella acuta (Draparnaud,
1805) (Ibrahim 2007; Yousif et Ibrahim 1978).
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Four species of snails, only reported in one study, i.e Oxychilus alliarius (Miller, 1822),
Cyclotropis sp., Philonesia sp. and Tornatellides sp., were found to be infected with
the parasite with infection rates ranging from 1% to 14% (Kim et al. 2014). Oxychilus
alliarius, which is a widespread European species, was recently recorded as an
intermediate host for A. cantonensis (Kim et al. 2014). Whereas A. cantonensis is
primarily a tropical and subtropical parasite limited by ambient temperatures, its
presence in a small snail from temperate countries suggests that global warming
should enable the worm to colonize areas north of its current range, in places where

such hosts are already present.

The worm was not found in Cornu aspersum (O. F. Miller, 1774) (0 infected individuals
/ 25 examined in a single study). According to the authors, nematode inhibitors
discovered in C. aspersum may prevent the maturation or reproduction of the parasite.
However, C. aspersum seems to be one of the most important species in maintaining

the parasite cycle in Tenerife, Canary Islands (Spain) (Martin-Alonso et al. 2015).
Effect of gastropod developmental stage

Gastropod age, and thus size, may be correlated with infection rates. Studies in
Hawaii (Hollingsworth et al. 2007; Medeiros et al. 2020). Egypt (Ibrahim 2007) and the
Philippines (Cawas et al. 2020) found that larger individuals had a higher worm load.
Larger hosts may provide more resources and space for parasites, and older snails
may have been exposed to more larvae over their lifetime (Ibrahim 2007).

Infection of gastropods in different habitats

The infection status of gastropod species responsible for transmitting the parasite
was statistically related to their lifestyle (terrestrial/aquatic) or habitat characteristics
(Kim et al. 2014).

Apart from the occurrence of water, the quality of water may be involved in the parasite

occurrence in habitats. Ibrahim observed that the L1 stage larvae of A cantonensis

suffered no effect until a salinity threshold was reached, above which sublethal

reductions in growth and reproduction were observed (Ibrahim 2007). However, one

may suppose that the host snail species presence may vary according to the habitat
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salinity. Discotectonica acutissima (Sowerby Ill, 1914), a marine snail species, was
found infected with A. cantonensis (8 of 59 snails sampled) (Yang et al. 2012). Kim et
al. (Kim et al. 2014) considered that this species is sublittoral (50—200 m depth) and
thus fully marine, so the question of the completion of the life cycle of the parasite

remains open in this situation.

Ground-dwelling species were predicted to be more frequently positive for A.
cantonensis than arboreal and freshwater species (Kim et al. 2014). According to these
researchers, this contrast between species implies greater difficulty for snails in
freshwater habitats to acquire the parasite because they may have only poor access

to rat faeces in streams and rivers.

The abundance of L. fulica was strongly associated with humidity, while S. octona
abundance was correlated with rainfall and the abundance of herbaceous vegetation.
Building materials and shrub vegetation showed positive associations with the
abundance of S. marginata and Bulimulus tenuissimus (Férussac, 1832) respectively
(Souza et al. 2021).

In summary, the presence of water, the availability of building materials that can serve
as habitat, and the salinity of the water were factors strongly involved in the occurrence

of the parasite in a given habitat.

The role of climate variation in parasite prevalence in gastropods.

Several studies focused on the prevalence of the parasite in gastropod species
according to seasons or climate. They demonstrated a higher prevalence in areas with
high rainfall than in drier areas, with higher infection rates following the rainy season
(Higa, Brock, et Palumbo 1986; Mahajan et al. 1992; Rollins et al. 2021). Temperature
also plays a role in the prevalence of the parasite, with higher activity of gastropods
and larval availability during spring and summer (Ibrahim 2007). A recent study (Kim
et al. 2019) used data to model the habitat suitability of the parasite in Hawaii showing
that areas with higher precipitation and temperature are more favorable for its
distribution.
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Prevalence in paratenic and accidental hosts

Paratenic hosts may transport the L3 larvae and thus play a role in its maintenance
and transmission (Niebuhr et al. 2020). In these hosts, the larvae rarely reach the
arteries and the lungs, and consequently do not reach sexual maturity. Recorded
paratenic hosts are centipedes, crustaceans, frogs and toads, flatworms (Planarians),
and lizards, while accidental hosts are non-human primates, humans, birds, and bats
(Qiao-Ping Wang et al. 2008).

We retrieved 10 papers in which paratenic hosts were sampled from the wild and
examined (Table 3). We counted 3172 individuals examined, known as paratenic hosts
(Centipedes, Crustaceans, frogs, lizards, planarians, toads), of which 320 were
infected. Regarding accidental hosts, 83 individuals were infected among the 282
examined and several taxa are represented: armadillos, birds, bats, dogs, hedgehogs,
horses, marsupials, tamarin monkeys (See Suppl. File 3 for more details).

The distribution of the parasite in paratenic hosts extends to approximately 32°N (San
Diego Zoo California, USA) to 35°S latitude (Jervis Bay, Australia) and 94°W (Red
Slough Wildlife Management Area) and 159°W in Rarotonga, Cook Islands. Based on
the Koppen-Geiger climatic classification, the localities studied are globally

characterized in the same way as for the definitive and intermediate hosts (Figure 2).

Among flatworms, Platydemus manokwari was frequently infected (227 out of 1613
individuals sampled) (Asato et al. 2004). On the other hand, Higa et al. (Higa, Brock,
et Palumbo 1986) failed to find the parasite in Geoplana septemlineata, but the sample
size was much lower (32 individuals sampled). Othewise, A. cantonensis was neither
isolated from sea slugs Stylocheilus longicaudus (n=50), nor from freshwater fishes
(Tilapia sp., n=38) and in the amphihaline Galaxis spp. (n=44) (J. Alicata et Mccarthy
1964).

Overall, 569 crustacean specimens, belonging to 5 species were examined. Only 4
specimens were infected: Ocypode sp. (2 of 40 individuals infected) (J. Alicata 1964)
and Macrobrachium sp. (2 of 60) (J. Alicata et Mccarthy 1964). Higa et al. (Higa, Brock,
et Palumbo 1986) did not find any infected individual in the other crustacean species
sampled; i.e. Macrobrachium lar (n=44), M. rosenbergii (n=390) and Procambarus

clarkii (n=35) sampled on the island of Oahu, Hawaii.
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The centipede species Scolopendra subspinipes was positive for A. cantonensis
(Niebuhr et al. 2020; H. Wang et al. 2018). Amphibians, frogs (Asato et al. 2004; Ash
1968; Chase et al. 2022) and toads (Niebuhr et al. 2020) were also found infected by
A. cantonensis (Table 3). Ash stated that the frogs may contract the parasite by
ingesting slugs, snails or planarians, which were abundant in the studied area, but it
was also possible that the larvae pass from one frog to another by cannibalism (Ash
1968).

In reptiles, Radomyos et al. found a high prevalence of the parasite (95.5%) in the
yellow monitor lizard, Varanus bengalensis, suggesting that this species is potentially
important in the dispersal of the parasite. The food habit of this lizard (snails) seemed
to be the source of the infection (Radomyos et al. 1994).

For other vertebrates, the animals examined and found to be infected with A.
cantonensis were puppies (Mason et al. 1976), primates (tamarins) (Carlisle et al.
1998), birds (Gelis, Spratt, et Raidal 2011), brushtail possums (Ma et al. 2013) and
Oryx dammah (Pauling, Oller, et Jackson 2016).

Due to the lack of systematic studies, it is not possible to conclude whether a given
taxon is the most frequent or the most likely to host the parasite. Furthermore, these
studies did not usually correlate the prevalence in the paratenic host studied and other
factors such as the presence of rats, of intermediate hosts, or the environmental
factors. However, some authors observed a strong seasonal pattern of infection in the
individuals examined, with a peak during periods of heavy rain (Carlisle et al. 1998;
Gelis, Spratt, et Raidal 2011; Mason et al. 1976).

Discussion and perspectives

Very few studies have focused on ecological variables such as habitats, season.
The studies mainly examine biological variables such as the age of individuals, their
sex and weight in relation to the parasitic load (Figure 5). Much remains to be done on
the ecological variables linked to the prevalence of the parasite.

Combes (Claude Combes 2001) proposed the concept of filters for describing the
evolution of the life cycles of a parasite and the mechanisms responsible for the
"restriction of the host spectrum”. Two filters must be crossed by a parasite to achieve
durable interactions with a host species. The first is the encounter filter, which defines
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the probability of the parasite encountering its host. This integrates all the ecological
(e.g. cohabitation, being in the same habitat) and ethological dimensions (host
behavior: movements, feeding, defecation) of the encounter. The second is the
compatibility filter, which is related to the acceptance of the parasite by the host and
its survival within the host, and relates to physiological and immunological traits. This
concept has been applied to various parasites in the understanding of the interactions
between these parasites and their different hosts, e.g. interactions of cercariae of
trematodes with their mollusc hosts (C. Combes et al. 1994; Detwiler et Minchella
2009; Selbach, Rosenkranz, et Poulin 2019). It has also been used in considerating
the risks of establishment or spread of certain parasites in areas where they were rare
or even unknown, e.g the emergence of schistosomiasis in Europe (Kincaid-Smith et
al. 2017). In this review, we focused on the encounter filter as it pertains to A.
cantonensis. Figure 3 presents a conceptual model, based on our results, of the
transmission of A. cantonensis among its hosts and depicts the ‘encounter filter’ factors

that are potentially involved.

The intermediate hosts encounter the parasite when they ingest contaminated feces
of rodents (definitive host) containing L1 larvae. This encounter is regulated by the
defecatory behavior of the rodents and their distribution in the habitats. The encounter
of the rodent with the parasite is regulated by its feeding behavior. Indeed, the rate of
predation of intermediate hosts (snails) by rodents rules the transmission of the

parasite. Paratenic hosts become infected by eating the intermediate hosts.

The climate, which governs the seasonal variations of temperature and humidity,
affects the dynamics of the host populations (definitive, intermediate and paratenic) by
directly influencing resource availability, host movement, and habitat quality (type of
culture, salinity, vegetation structure). Thus, changes in temperature, precipitation and
vegetation influence population dynamics of the different host populations, determine
the conservation status of rat faeces (fresh and moist vs. dried) in the environment and
thus the survival of L1 larvae. The availability of food, by increasing host populations,
increases the rate of encounter of the different actors in the system, i.e. the rate of
predation (rodents eat gastropods and paratenic hosts, paratenic hosts eat
gastropods) and therefore the contamination of the environment by the faeces. To this
array of ‘encounter filter factors’ must be added the anthropogenic factors that can also
play a role in the transformation of the habitat and the climate variation.
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In summary, we suggest that the parasite is expected to be more abundant in situations
where the environmental conditions are more favourable for its hosts and their
coexistence, optimising the size of the reservoir populations and maximising
transmission. In terms of temporal variations of the environment, rainy season, or the
end of the rainy seasons may determine the survival of L1 larvae by protecting them
from desiccation. In certain areas, heavy rains eliminate or dilute rat faeces, which may
reduce the encounter of L1s with intermediate hosts. In some other areas, rainfall
varies from year to year, and some snail species adapt their breeding activities to these
seasonal variations, which can promote an increase or decrease in infection rates. In
addition, the rainy season does not automatically lead to an increase in snail
populations because heavy rains can drown young snails and therefore reduce the
size of populations. On the other hand, the dry season may increase prevalence by
inducing stress in individuals, which may then be more susceptible to infection.
Angiostrongylus cantonensis is currently spreading rapidly throughout the world but is
most prevalent in southeast Asia, in tropical and subtropical climates (Q.-P. Wang et
al. 2012). However, some projections seem to show an adaptation of the parasite to

more temperate regions (Kim et al. 2019; Rollins et al. 2021).

Rice fields and wetlands in general are important habitats for the survival of L1 larvae.
These surfaces are also the preferred habitats of gastropods and rats and therefore
facilitate predation-type biotic interactions between these two hosts. However, very
little is known about the diet of rats in this and other contexts. Only one study has
related the prevalence of the parasite to the diet of rats by analyzing the stomach
contents of captured R. rattus (Noda et al. 1987). In this study, the authors explain the
differences in prevalence observed by differences in diet between species or in the
abundance of a given species in a given area. Unfortunately, neither the diet nor the
abundance of hosts were studied through a clearly elaborated experimental protocol.
The researchers' conclusions were based on previous general studies of the diet or
abundance of small mammals unrelated to the prevalence of A. cantonensis (Noda et
al. 1987). This does not contribute to our understanding of the status of A. cantonensis
infection in natural rodent populations. There are also almost no studies linking

densities of hosts or diet to infection.

The population dynamics of the parasite, the ecological determinants of its parasitic

cycle and transmission to humans are seldom considered in the literature.

81



Consequently, much remains to be done, in particular on the diet of the examined
species, their population density, but also the potential for adaptation of the worm to

colder climates, in connection with prevalence.

This review also highlighted the scarcity of ecological data for paratenic hotes. The few
individuals collected (crustaceans, bats and, frogs, toads) make it impossible to
determine their respective importance in the maintenance and distribution of the worm
in the environment. In the same way, climatic factors, alone or in combination with
other factors, may partly control the parasite cycle, as already observed for some other
nematode species (Appleton et Gouws 1996; Hudson et al. 2006; Kutz et al. 2005;
Mas-Coma, Valero, et Bargues, s. d.). Also, the relative contributions of the hosts to
the dynamics of parasite transmission should be further investigated.

Conclusion

In line with the principles of the One Health concept, understanding the factors
influencing the parasite in its environment and its transmission processes is essential
for preventing the health risks associated with this pathogen. Predicting when and
where filters will be open simultaneously is fundamental to quantifying these risks.
Such an approach requires (i) exploring the ecological niche of the parasite and the
influence of abiotic (landscape, temperature, season) and biotic (intraspecific and
interspecific interactions, age, sex, host community densities) factors on the population
dynamics (including its different stages) and spatial dispersal of the parasite, and (ii)

properly identifying the ecological situations of human exposure.
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Infection description and covariates
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Figure 5 Most studied factors in the literature.
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Table 1. Geographical distribution of the definitive hosts of A. cantonensis.
The names of the species are those in the original articles. We did not consider the current taxonomy of rodents.
For further discussion on rodent phylogeny, see Yong and Eamsobhana (Sen Yong et Eamsobhana 2013). The
word “as” means according to the authors of the article. This table lists only the species found to be infected. In
order to make the table more manageable, only key references are included (see Suppl. File 1 for additional
references). A bibliography of species found negative and positive is in Suppl. File 4. (*): means see Sl for other
studies in which this species was found positive. The number examined (No. examined) encompasses all studies
in general including those that found negative specimens.

Host species (S=Soricomorpha or
R= Rodentia)

Distribution of host
records

No.infected/No.examined

Prevalence (%) [prev. min-

max]

References

Arvicanthis niloticus (R)

Giza, Ismalia
Governorates (Egypt)

2/56 (4%)
[2/18 (11%)]

(Azzam, EI-Abd, et Abd El-
Hady 2016)

Bandicota bengalensis (R)

Bangkok-Thonburi,
(Thailand)

129/1217 (11%)
[129/931 (14%)]

(Crook, Fulton, et Supanwong
1968) (*)

Bandicota indica (R) as Bandicota
malabarica (R)

Colombo (Ceylon now
Sri Lanka); (Northeast
Thailand); Guangdong,
Zhanjiang (China);
Vientiane (Lao PDR)

149/1247 (12%)
[1/69 (1%) —
9/14 (64%)]

(J. Alicata 1966; D. Chen et al.
2011; Pipitgool et al. 1997,
Sithay et al. 2020) (*)

Diplotrix legata (R)

Yambaru, Ryukyu
Islands, Amami-
Oshima Island (Japan)

4133 (12%)
[3/32 (9%) - 1/1 (100%)]

(Okano et al. 2014; Tokiwa et al.
2020)

Rattus argentiventer (R)

Central Malaya Pahang
Village of Bukkit,
Tinggi (Malaysia)

761275 (28%)
[40/208 (19%) - 36/48
(75%)]

(B. L. Lim et Omar-Ahmad
1969; B. Lim et Heyneman
1965)

Rattus exulans (R)

Rarotonga (Cook
Islands); Bangkok-
Thonburi area
(Thailand); Oahu
Island, Honolulu and
South Hilo (Hawaii,
USA); Viti Levu,
(Fidji)

578/4875 (12%)
[46/3684 (1%) —
186/200 (93%)]

(J. Alicata et Mccarthy 1964;
Crook, Fulton, et Supanwong
1968; Higa, Brock, et Palumbo
1986; Jarvi et al. 2017
Uchikawa et al. 1984). (*)

Rattus flavipectus (R)

Guangdong, Shenzhen
(China); west-central
region of Guangdong
Province, Guangdong,
Guangzhou (China)

43/474 (9%)
[6/121 (5%) - 3/20 (15%)]

(D. Chenetal. 2011; Huang et al.
2019; Lv et al. 2009; Yang et al.
2012; R.-L. Zhang et al. 2008)

Rattus norvegicus (R)

Rarotonga (Cook
Islands); Anejima,
Imoutojima, Meijima,
Mukohjima, and
Hirajima Islands
(Japan); Trindade, S&o
Goncalo municipality,
Rio de Janeiro, (Brazil);
New Orleans,
Louisiana, Wildlife
Management Area,
Oklahoma (USA);

1587/8610 (18%)
[2/100 (2%) —
300/300 (100%)]

(J. Alicata et Mccarthy 1964;
Castillo et Paller 2018; Simoes et
al. 2014; Tokiwa et al. 2013;
York et al. 2015). (*)
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Nueva Ecija
(Philippines)

Rattus rattoides (R)

Guangdong, Shenzhen
(China)

3/61 (5%)

(D. Chenetal. 2011)

Rattus rattus (R)

Rarotonga (Cook
Islands); Guadalcanal,
Honiara (Solomon
Islands); Bangkok-
Thonburi, (Thailand);
(Jamaica); La Lisa
Municipality (Cuba)

1022/9307 (11%)
[42/3110 (1%) —
34/57 (60%)]

(J. Alicata et Mccarthy 1964;
Companioni et al. 2019; Crook,
Fulton, et Supanwong 1968;
Lindo et al. 2002; Rowe 1967).

™)

Rattus rattus diardii (R)

Central Malaya

112/1047 (11%)

(Kwo et Kwo 1968; B. Lim

Sarawak, Kuching [6/75 (8%) — 1967; B. Lim et Heyneman
(Malaysia); North 10/80 (13%)] 1965)
Sumatra, Medan City
(Indonesia)

Rattus rattus mindannensis Leyte Palo (Philippines) 33/62 (53%0) (Fedorko 1999)

(R)

Rattus sladeni (R) Guangdong, 4/108 (4%) (D. Chen et al. 2011; Yang et al.
Guangzhou (China) [0/4 (0%) — 2012)

4/104 (4%)]

Rattus tanezumi (R) Nueva Ecija and 370/542 (68%) (Castillo et Paller 2018; Estano,
(Philippines); [17/57 (30%) — Bordado, et Paller 2021; Tujan,
Philippine Mount 300/300 (100%)] Fontanilla, et Paller 2016)
Makiling
Forest Reserve, Luzon
Island, MMFR,
(Philippines)

Rattus tiomanicus
jalorensis (R)

Central Malaya;
Sarawak, Kuching;
Pahang Village of
Bukkit Tinggi
(Malaysia) North
Sumatra, Medan City
(Indonesia)

218/666 (33%)
[4/31(13%) —
25/43 (58%)]

(Kwo et Kwo 1968; B. L. Lim et
Omar-Ahmad 1969; B. Lim
1967; B. Lim et Heyneman
1965)

Sigmodon hispidus (R)

Wildlife Management

5/49 (10%)

(Rael et al. 2018; York et al.

Area, Oklahoma; and [1/30 (3%) — 2015)
(New Orleans (USA) 4/19 (21%)]

Suncus murinus (S) Central Malaya 4/632 (1%) (Chenchittikul et al. 1983; B.
(Malaysia); [1/90 (1%) — Lim et Heyneman 1965; Tung et

Chanthaburi Province
(Thailand), Taichung
City (Taiwan)

1/8 (13%)]

al. 2013; 2009)
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Table 2. Geographical distribution of the intermediate hosts of A. cantonensis.
The names of the species are those that we had found in the original article. In bold are those
currently in use (see molluscabase.org). NA = found to be infected but no numbers available.

The table lists only the species found to be positive.

In order to lighten the table all the

references are not added (see Suppl. File 2 for more). A bibliography of species found negative
and positive is in Suppl. File 4. (*): means see Suppl. File 2 for other studies in which this
species was found positive or negative. The number examined (No. examined) encompasses
all studies in general including those that found negative specimens.

Host species

(LDS= Land Snails;
FWS=Freshwater snails; Sl= slugs,
Sml= semislugs)

Distribution of host records

No.infected/No.examined
Prev. (%) [prev min-max]

Reference
S

Achatina (Lissachatina) fulica (LDS)

(Ecuador)

Central Malaya (Malaysia);
S&o Gongalo (Brazil); Yorond Island
(Japan); Tahiti (French Polynesia),
Guadeloupe (French Caribbean
Islands); many provinces of Ecuador,
e.g. Guayas, Santa Elena,
Esmeraldas, El Oro, Los Rios

3487/30223 (11.54%)
[12/860 (1%) —
121/153 (79%)]

(Dard et
al. 2017;
Fontanilla
et Wade
2012; B.
Lim et
Heyneman
1965;
Noda et al.
1987;
Oliveira et
al. 2015;
Solorzano-
Alava,
Sanchez-
Amador, et
Valverde
2019). ()

Alcadia striata (LDS)

Southern Florida (USA)

1/19 (5%)

(Stockdale
-Walden et
al. 2015)

Bellamya aeruginosa (FWS)

Fujian, Province (China);

Guangdong and Guangxi provinces

(China),

5/211 (2%)

(D. Chen
etal. 2011;
Lv etal.
2009)
(Ref. (Lv
et al.
2009):
positives
but no
details on
the
number)

Bellamya ingallsiana (FWS)

Central Malaya (Malaysia)

76/500 (15%)

(B. Limet
Heyneman
1965)

Bellamya lithophaga (FWS)

Fujian Province (China)

421292 (14%)

(Cheng et
al. 2011)

Belocaulus willibaldoi (SI)

Parque Fernanda neighborhood, Sao

Paulo (Brazil)

NA/24

(Goncalve
s da Mota
etal.
2020)
(positives
but no
details on
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the

number)
Biomphalaria alexandrina (FWS) 3/294 (1%) (Ibrahim
Al-Abtal village, north Sinai (Egypt) 2007)
Bithynia siamensis goniomphalos Northeast Thailand (Thailand) 1/1061 (1%0) (Tesana et
(FWS) al. 2009).
()
Bradybaena circulus (LDS) Yorond Island (Japan) 1/133 (Noda et
al. 1987).
(*)
Bradybaena similaris (LDS) Honolulu, Oahu Island (Hawaii, 62/3531 (2%0) (Caldeira
USA); Espirito Santo and [22/939 (2%) — et al. 2007;
municipalities of Ilhéus, Navegantes  23/23 (100%)] Carvalho
and Santos (Brazil); Alachua, etal. 2012;
Hillsborough, Florida, Higa,
(USA) Brock, et
Palumbo
1986;
Walden et
al. 2017) .
(*)
Bulimulus tenuissimus (LDS) Barra dos Coqueiros and (Sergipe 1/41 (2%) (Ramos-
State, Brazil); Municipality of [1/23 (2%) — de-Souza
Salvador-Bahia (Northeastern Brazil) 15/130 (11%)] et al. 2018;
Souza et
al. 2021).
(*)
Cipangopaludina chinensis (FWS) Guangdong and Guangxi provinces ~ NA (Lvetal.
(China) 2009)
(positives
but no
details on
the
number)
Clea (Anentome) helena (FWS) Northeast Thailand 1/205 (not significant) (Tesana et
al. 2009)
Cleopatra bulimoides (FWS) Al-Salam irrigation Canal and Al- 41/3688 (1%0) (Ibrahim
Abtal village, north Sinai, (Egypt) [41/3588 (1%)] 2007). (%)
Cleopatra cyclostomoides (FWS) Al-Salam and Al-Abtal, north Sinai ~ 45/3401 (1%0) (Ibrahim
(Egypt)Al-Salam irrigation Canal 2007)
and Al-Abtal village, north Sinai,
(Egypt)
Cornu aspersum (LDS) La Laguna and La Orotava, Tenerife, 10/115 (9%) (Martin-
Canary Island (Spain) [1/63 (2%) — Alonso et
9/27 (33%)] al. 2015;
Segeritz et
al. 2021)
*)
Cryptozona siamensis (LDS) Kamphaeng Phet Province 45/425 (11%) (A. Vitta
(Thailand) etal.
2016)
Cyclodontina fasciata (LDS) Region of Aracaju, (Sergipe State 2/155 (1%0) (Ramos-
(Brazil) de-Souza
etal.
2018)
Cyclotropis sp. (LDS) Hawaii (USA) 1/13 (8%) (Kim et al.
2019)
Deroceras laeve (SI) Rarotonga (Cook Islands) 25/108 (23%) (J. Alicata
[25/25(100%)] et
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Mccarthy
1964) (%)

Deroceras reticulatum (Sl)

Hawaii (USA) 2161 (3%)

(Kimet al.
2019)

Discotectonica acutissima (Marine

snail)

Guangzhou, Guangdong province
(China)

8/59 (13%)

(Yang et
al. 2012)

Euglandina rosea (LDS)

Hawaii (USA); Island of Oahu,
Hawaii (USA)

40/158 (25%)
[9/55 (16%) —
23/59 (38%)]

(Higa,
Brock, et
Palumbo
1986; Kim
et al. 2019;
Rollins et
al. 2021)

)

Filopaludina martensi martensi

(FWS)

Northeast Thailand 1/243 (not significant)

(Tesana et
al. 2009)

Filopaludina sumartrensis
polygramma (FWS)

Northeast Thailand (Thailand) 1/345 (not significant)

[1/112(1%)]

(Tesana et
al. 2009)

(*)

Girasia peguensis (LDS)

Central Malaya (Malaysia) 33/150 (22%0)

(B. Limet
Heyneman
1965)

Gonaxis kibweziensis (LDS)

Island of Oahu, Hawaii (USA) 5/43 (12%)

[5/32 (16%)]

(Rollins et
al. 2021)

()

Helicarionidae (SI)

Booderee National Park, Jervis Bay = NA /2
Territory (Australia)

(Stokes et
al. 2007)

Hemicycla bidentalis (LDS)

Tenerife, Canary Islands (Spain) 34 (4) (11.8%)

Hemiplecta (Koratia) distincta (LDS)

Cambodia; 217/1455 (15%)
Bangkok-Thonburi South-east, [10/978 (1%) —
Northeast and Centralarea (Thailand) 205/467 (44%)]

(Brumpt et
al. 1968;
Crook,
Fulton, et
Supanwon
g 1968;
Panha
1988;
Tesana et
al. 2009)

*)

Hemiplecta siamensis (LDS)

North, West and south-east areas
(Thailand)

19/2552 (not significant)

(Crook,
Fulton, et
Supanwon
g 1968)

Indoplanorbis exustus (FWS)

Central Malaya (Malaysia) 94/928 (10%0)

94/500 (19%)

(B. Limet
Heyneman
1965) (*)

Laevicaulis alte (SI)

Central Malaya (Malaysia); Pahang ~ 879/8000 (11%)
Village of Bukkit Tinggi (Malaysia); [2/51 (4%) —
Municipal Corporation of Greater 4/4 (100%)]
Bombay, Ward A area (India); Viti

Levu (Fiji)

(B. L. Lim
et Omar-
Ahmad
1969; B.
Lim et
Heyneman
1965;
Renapurka
retal.
1982;
Uchikawa
etal.
1984). (*)

Lanistes carinatus (FWS)

Giza, Qalyoubia and Menoufia
Governorates (Egypt)

56/2590 (2%)

(Tbrahim
2007;
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Al-Salam and Al-Abtal, north Sinai Yousif et
(Egypt)Al-Salam irrigation Canal Ibrahim
and Al-Abtal village, north Sinai 1978)
(Egypt) (Ref.:
(Yousif et
Ibrahim
1978)
positives
but no
details on
the
number)
Lehmannia valentiana (SI) Hawaii (USA) 1/11 (9%0) (Kim et al.
2019)
Liardetia doliolum (LDS) Island of Oahu, Hawaii (USA) 2/53 (4%) (Rollins et
2/45 (4%) al. 2021)
(*)
Limax maximus (SI) Guangzhou, and Guangdong 6/53 (11%) (Kimet al.
provinces (China); Hawaii (USA) [3/42 (7%) — 2019;
3/11 (27%)] Yang et al.
2012)
Limax valentianus (SI) Okinawa (Japan) 3/78 (4%) (Asato et
al. 2004)
Melanoides maculata (FWS) Mufioz, Nueva Ecija, (Philippines) 1/89 (1%) (Tujan,
Fontanilla,
et Paller
2016)
Melanoides tuberculata (FWS) Bangkok-Thonburi (Thailand); Al- 55/5245 (1%0) (Cawas et
Salam and Al-Abtal, north Sinai [1/520 (%) — al. 2020;
(Egypt)Al-Salam irrigation Canal 28/130 (22%)] Crook,
and Al-Abtal village, north Sinai, Fulton, et
(Egypt); Bagong Sikat Mufioz, Supanwon
Nueva Ecija (Philippines) g 1968;
Ibrahim
2007) (*)
Meridolum jervisense (LDS) Booderee NA/3 (Stokes et
National Park, Jervis Bay Territory al. 2007)
(Australia)
Microparmarion malayanus (Sml) Central Malaya (Malaysia); and 689/1664 (41%) (B. L. Lim
Pahang Village of Bukkit Tinggi, [7/56 (%) — et Omar-
Pahang (Malaysia) 633/1608 (39%)] Ahmad
1969; B.
Lim et
Heyneman
1965)
Ovachlamys fulgens (LDS) Hawaii (USA); Island of Oahu, 2/34 (6%) (Kim et al.
Hawaii (USA) [1/20 (5%) — 2019;
1/10 (10%)] Rollins et
al. 2021)
(*)
Oxychilus alliarius (LDS) Hawaii (USA) 10/69 (14%) (Kimet al.
2019)
Pallifera sp. (SI) Island of Oahu, Hawaii (USA) 1/17 (6%0) (Rollins et
al. 2021)
Parmarion cf. martensi (Sml) Okinawa (Japan); Hawaii (USA); 334/1013 (33%) (Asato et
Eastern side of Hawaii Island (USA) [153/753 (20%) — al. 2004;
137/159 (86%)] Hollingsw
orth et al.
2007;
Niebuhr et
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al. 2021)

*)
Paropeas achatinaceum (LDS) Florida (USA); Hawaii (USA); 9/195 (5%0) (Kimet al.
Island of Oahu, Hawaii (USA) [5/120 (4%) — 2019;
1/2 (50%)] Rollins et
al. 2021;
Walden et
al. 2017)
()
Philonesia sp. (LDS) Hawaii (USA) 1/31 (3%) (Kim et al.
2019)
Pila begini = Pila pesmei (FWS) Northeast Thailand 11/454 (2%) (Tesana et
al. 2009)
Pila scutata (FWS) Central Malaya (Malaysia) 64/824 (8%) (B. Limet
[64/500 (13%) Heyneman
1965) (*)
Pila turbinis (FWS) Bangkok-Thonburi (Thailand) 1/973 (insignificant) (Crook,
Fulton, et
Supanwon
g 1968)
Pila polita = Pila virescens (FWS) Ubon Ratchathani, Kalasin Province  115/1907 (6%b) (Cheng et
(Thailand); Fujian Province (China)  [4/423 (1%) — al. 2011,
18/48 (38%)] Pipitgool
etal. 1997,
Watthanak
ulpanich et
al. 2021)
(*)
Pleurodonte spp. (LDS) North and southeastern 25/89 (28%) (Waugh et
Regional Health Authorities al. 2016)
(Jamaica)
Plutonia lamarckii (LDS) Pico del Inglés, La Esperanza, Pedro  45/137 (33%) (Martin-
Alvarez, Tenerife, Canary Island [45/117 (38%) Alonso et
(Spain) al. 2015)
*)
Pomacea canaliculata=Ampullarium  Shenzhen, Guangzhou, Guangdong  1380/21076 (7%) (Cawas et
canaliculatus (FWS) (China); Barangay Bagong Sikat, [11/734 (1%) — al. 2020;
Mufioz, Nueva 65/314 (21%)] Yang et al.
Ecija (Philippines) 2012; R.-
L. Zhang
et al.
2008). (%)
Pomacea lineata (FWS) Municipality of Escada (Brazil) 5/95 (5%) (Thiengo
et al.
2010)
Pomacea maculata (FWS) Gretna and Mandeville, Louisiana 9/536 (2%) (Teem et
(USA) al. 2013)
Pomacea paludosa (FWS) El municipio Camagiiey (Cuba) 55/83 (66%0) (del Risco
Barrios et
Diéguez
Fernandez
2004)
Poteria spp. (LDS) North and southeastern 1/5 (20%) (Waugh et
Regional Health Authorities al. 2016)
(Jamaica)
Quantula striata (LDS) Central Malaya (Malaysia); 14/506 (3%) (Brumpt et
(Cambodia) al. 1968;
B. Lim et
Heyneman
1965)
(Ref. :
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(Brumpt et
al. 1968)
positives
but no
details on
the
number)

Radix natalensis= Lymnaea cailtaudi
= Lymnaea natalensis (FWS)

Al-Abtal village, north Sinai (Egypt)

2/318 (1%)
[2/218 (1%)

(Ibrahim
2007) (*)

Sagda spp. (LDS)

North and southeastern
Regional Health Authorities
(Jamaica)

2/18 (11%)

(Waugh et
al. 2016)

Sarasinula marginata (SI)

Espirito Santo (Brazil)

271284 (10%)
27145 (60%)

(Caldeira
etal.
2007) (%)

Sarika resplendens= Macrochlamys
resplendens

Central Malaya and Bukkit Tinggi,
Pahang Pahang Village of Bukkit
Tinggi (Malaysia); North-east area
(Thailand);

1540/5793 (27%)
[22/1610 (1%) —
461/640 (72%)]

(Crook,
Fulton, et
Supanwon
g 1968; B.
L. Limet
Omar-
Ahmad
1969; B.
Lim et
Heyneman
1965) (*)

Subulina octona (LDS)

Kalihi, Honolulu, Oahu, Hawaii
(USA); El municipio Camagiey
(Cuba)

200/4339 (5%)
[1/70 (1%) —
58/71 (82%)]

(Higa,
Brock, et
Palumbo
1986;

del Risco
Barrios et
Diéguez
Fernandez
2004). (*)

Succinea floridana (LDS)

Hillsborough County, Florida (USA)

1/48 (2%)

(Walden et
al. 2017)

Succinea sp. (LDS)

El municipio Camagiiey (Cuba)

9/271(3%)
[9/53(17%)]

(del Risco
Barrios et
Diéguez
Fernandez
2004) (*)

Tauphaedusa tau (LDS)

Oahu island, Hawaii (USA)

1/6(16%)

(Medeiros
et al.
2020)

Theba pisana (LDS)

Canary Islands (Spain)

187 (50) (26.7%)

(Martin-
Alonso et
al. 2015)

Thelidomus asper (LDS)

Mandeville (Jamaica)

4710 (40%)

(Lindo et
al. 2002)

Tornatellides spp. (LDS)

Hawaiian Islands (USA)

1/90 (1%)

(Kim et al.
2014)

Vaginulus plebeius (SI)

Noumea (New Caledonia); Papeete,

25/33 (75%)

Tahiti (French Polynesia); Rarotonga [25/25 (100%)]

(Cook Islands)

(J. Alicata
1962b; J.
Alicata et
Brown
1962; J.
Alicata et
Mccarthy
1964) (*)
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Ventridens demissus (LDS) Leon county, Florida (USA) 1/23 (4%) (Walden et
al. 2017)

Veronicella cubensis (SI) Hawaiian Islands (USA) 17/340 (5%) (Hollingsw
[4/159 (3%) — orth et al.
9/37 (24%)] 2007; Kim
et al. 2014;
Medeiros
etal.
2020) (*)

Veronicella alte (SI) Okinawa (Japan) 108/783 (14%) (Asato et
al. 2004)

Veronicella siamensis (SI) Bangkok-Thonburi area, West area,  82/2167 (4%) (Crook,
North area lowlands (Thailand) Fulton, et
Supanwon

g 1968)

Vivipara angularis (FWS) Village Bagong Sikat, at the rice 417 (74) (18%) (Cawas et
granary; al. 2020)
Science City of Mun~oz, Nueva Ecija
(Philippines)

Zachrysia auricoma (LDS) El municipio Camagiey (Cuba) 3/11 (27%) (del Risco
Barrios et
Diéguez
Fernandez
2004)

Zachrysia provisoria (LDS) Orange County, Florida (USA) 8/117 (7%) (Emerson
[1/83 (1%) — etal. 2013;
7/34 (21%)] Stockdale-
Walden et
al. 2015;
Walden et
al. 2017)

Zonitoides arboreus (LDS) Hillsborough County, Florida (USA) 1/19 (5%) (Walden et
[1/1 (100%) al. 2017)

*)
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Table 3. Geographical distribution of the paratenic/accidental hosts of A. cantonensis.
The names of the species or common name are those that we had found in the original article.
PH= paratenic host; AH= accidental host This table lists only the species found to be positive.
A complete bibliography of species found negative is given in Suppl. File 4.

Species name or Common
name (Order or Class)

Distribution of
host records

No.infected/No.examined (%) References

Aepyprymnus rufescens, AH
rufous rat-kangaroo,
Order: Diprotodontia

East Queensland,
(Australia)

3/3 (100%)

(Higgins, CarlisleNowak, et
Mackie 1997)

Atelerix algirus, AH,
North African hedgehog
Order: Eulipotyphla

Majorca, Balearic
Islands, (Spain)

2/2 (100%)

(Paredes-Esquivel et al.
2019)

Ateles geoffroyi, AH Geoffroy's
spider monkey, Order: Primates

Zoological Garden,
Hong Kong (China)

1/1 (100%)

(Ko 1978)

Bufo asiaticus PH
Order: Anura

Okinawa (Japan)

1/18 (6%)

(Asato et al. 2004)

Callimico goeldii AH,

Houston, Texas

1/1 (100%)

(Edwards et al. 2020)

Goeldi's monkey (USA)

Order: Primates

Callocephalon fimbriatum AH,  Sydney Port 3/4 (100%) (Reece, Perry, et Spratt
or gang-gang cockatoo Hacking waterfront 2013)

Order: Psittaciformes (Australia)

Calyptorhynchus funereus but Brisbane, 1/1(100%) (Monks et al. 2005)
current scientific name is Zanda  Queensland

funerea AH, (Australia)

Yellow-tailed black cockatoo,
Order: Psittaciformes

Centipedes, PH
(Class Chilopoda),

Guangxi Province
(China)

7120 (35%)

(H. Wang et al. 2018)

Dasypus novemcinctus AH, nine-
banded armadillo.
Order: Cingulata

Livingston Parish,
Louisiana and
Tampa, Florida
(USA)

2/2 (100%)

(Dalton et al. 2017)

Didelphis virginiana AH,
or North American opossum.
Order: Didelphimorphia

Ascension Parish,
Louisiana (USA)

1/1 (100%)

(Dalton et al. 2017)

Dogs AH (corgies, cocker Brisbane (Australia); 15/16 (94%0) (Lunn et al. 2003; Mason et

spaniel pup, Kelpie) Honolulu, Hawaii al. 1976; Odani et al. 2021)
(USA)

Eleutherodactylus coqui PH. Hilo, Hawaii (USA) 21/24 (88%) (Niebuhr et al. 2020)

Order: Anura

Eleutherodactylus planirostris
PH, Greenhouse frog.
Order: Anura

Hilo, Hawaii (USA)

414 (100%)

(Niebuhr et al. 2020)

Horses, AH: Foals Southeastern 3/3(100%) (Costa et al. 2000; Wright
(Thoroughbred colt and Queensland etal. 1991)
Appaloosa gelding), filly (Australia) Picayune,
Muississippi, and
Franklinton,
Louisiana (USA)
Hyla aurea PH. Noumea (New 23/43 (53%) (Ash 1968)
Order: Anura Caledonia)
Hylobates lar AH or white- Miami Metrozoo, 1/1(100%) (Duffy et al. 2004)

handed gibbon.
Order: Primates

Florida (USA)

Land planarians

Rarotonga (Cook
Islands)

3/25 (12%)

(J. Alicata et Mccarthy
1964)
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Macrobrachium sp. PH,
freshwater prawns.
Order: Decapoda

Rarotonga (Cook
Islands)

2/60 (3%)

(J. Alicata et Mccarthy
1964)

Macropus rufogriseus AH or
red-necked wallaby.
Order: Diprotodontia

Brisbane (Australia)

1/1 (100%)

(Mckenzie, Green, et Wood
1978)

Macropus rufus AH or red
kangaroo.
Order: Diprotodontia

Mississippi or Texas
(UsA)

1/1 (100%)

(Patial et al. 2022)

Ocypode sp. PH or Burrowing
crabs.
Order: Decapoda

Saipan, Mariana
Islands (USA)

2140 (5%)

(3. Alicata 1964)

Oryx dammah or scimitar-horned
oryx AH.
Order: Artiodactyla

Fossil Rim Wildlife
Center, Texas (USA)

No numbers but there are
infected individuals

(Pauling, Oller, et Jackson
2016)

Osteopilus septentrionalis PH, or
Cuban tree frog.
Order: Anura

Volusia County,
Florida (USA)

1/16 (6%)

(Chase et al. 2022)

Platydemus manokwari PH, or
New Guinea flatworm.
Order: Tricladida

Okinawa (Japan)

227/1613 (14%)

(Asato et al. 2004)

Podargus strigoides AH, or
tawny frogmouth.
Order: Podargiformes

Brisbane,
Queensland, and
Sydney (Australia)

21/112 (19%)

(Gelis, Spratt, et Raidal
2011; Maet al. 2013;
Monks et al. 2005)

Polihierax semitorquatus AH, or
African pygmy falcon.
Order: Falconiformes

San Diego Zoo
California (USA)

1/1 (100%)

(Burns et al. 2014)

Pongo pygmaeus AH, or
Bornean orangutan.

Southern Florida and
South Carolina

1/1 (100%)

(Emerson et al. 2013)

Order: Primates (USA)
Pteropus alecto AH, or black Queensland 7/51 (14%) (Barrett, Carlisle, et Prociv
fruit bat. Order: Chiroptera (Australia) 2002)
Pteropus poliocephalus AH, or ~ Sydney and 7/29(24%) (Barrett, Carlisle, et Prociv
grey-headed flying fox. Queensland 2002; Reddacliff, Bellamy,
Order: Chiroptera (Australia) et Hartley 1999)
Rhinella marina PH, or giant Hilo, Hawaii (USA)  2/2(100%) (Niebuhr et al. 2020)
neotropical toad.
Order: Anura
Saguinus bicolor AH, or Houston, Texas, 1/1(100%) (Edwards et al. 2020)
Brazilian bare-faced tamarin.
Order: Primates
Saguinus geoffroyi AH, or East central 3/3(100%) (Kottwitz et al. 2014)
rufous-naped tamarin. Alabama (USA)
Order: Primates
Saguinus oedipus AH, or cotton-  Northern outskirts of  5/5(100%) (Carlisle et al. 1998;
top tamarin. Brisbane (Australia) Edwards et al. 2020)
Order: Primates Houston, Texas

(USA)
Sanguinus imperator Northern outskirts of  1/1(100%0) (Carlisle et al. 1998)
subgrisescens AH, or bearded  Brisbane (Australia)
emperor tamarin.
Order: Primates
Scolopendra subspinipes PH, Hilo, Hawaii (USA)  3/3(100%0) (Niebuhr et al. 2020)
large centipede.
Order: Scolopendromorpha
Trichosurus vulpecula AH, Sydney (Australia) 4/31(13%) (Ma et al. 2013)
common brushtail possum.
Order: Diprotodontia
Varanus bengalensis PH, or Lampang, 21/22(95%) (Radomyos et al. 1994)
common Indian monitor. Phitsanulok,

Order: Squamata

Kamphaeng Phet,
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Tak, Prachin Burl
(Thailand)
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C.2 J. Fedna, R. Borne, D. Rieffel, G. Bornette, J.H. Henrys, F. Grenouillet, F. Raoul.
2024. Molecular study of the endemic status of Angiostrongylus cantonensis in

rats in Haiti. Parasite (Bientot soumis).

Au total, 70 rats ont été capturés sur 7 sites parmi les 8 échantillonnés dans le
département de I'Artibonite et a Port-au-Prince, puis disséqués et diagnostiqués par
biologie moléculaire afin de déterminer la prévalence et la distribution de I'A.
cantonensis en Haiti. Vingt-deux rats sur 70 étaient infectés sur 4 sites, dont 3 dans
I'Artibonite (rural) et 1 a Damien (urbain) (Tableau 3). Le succes des captures variait
considérablement selon les sites. Le site de Timonette (Artibonite) présente le plus
grand nombre de rats capturés (n=43), dont 16 infectés. Douze rats ont été capturés
a Damien, dont 4 rats infectés. Moins de 5 rats ont été capturés dans chacun des
autres sites, avec des preuves d'A. cantonensis dans deux autres sites de I'Artibonite
(Village Noé, Chatelain).

L’approche moléculaire dans la détection du parasite a donné une prévalence quatre
fois plus élevée que la seule identification des vers adultes. La similarité génétique
entre les souches haitiennes d'A. cantonensis et celles du Japon, de la Guadeloupe,
de la Martinique et de la Polynésie francaise a été établie grace a une analyse
phylogénétique. Notre étude souligne I'endémicité d'A. cantonensis en Haiti, dans
deux régions du pays, et la nécessité de recherches plus approfondies sur l'impact de
ce parasite sur les populations humaines et sur l'identification d'hétes intermédiaires.

Les résultats et la discussion de cette étude sont détaillés dans l'article ci-dessous.
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Tableau 3. Nombre de rats capturés/ infectés par site et par especes de rat. Trois sites
sont situés dans I'Artibonite (Chatelain, Timonette et Village No€) et un site dans le

département de I'Ouest a Port-au-Prince (Damien). Aucun rat n’a été capturé sur le

site de Pothenot.

Sites (Nombre de rats R. norvegicus R. rattus

capturés) No. infectés/No. capturés No. infectés/No. capturés
Belanger (5) 0/3 0/2

Chatelain (3) 0/0 1/3

Colminy (1) 0/1 0/0

Damien (12) 4/12 0/0

Pothenot (0) - -

Poirier (4) 0/4 0/0
Timonette (43) 1/3 16/40
Village Noé 0/0 1/2

Nous avons exploité le matériel rat a notre disposition pour récupérer d'autres
parasites lors de cette étude. Les résultats sont consignés dans le tableau 4 ci-
dessous. Au total, vingt-neuf vers ont été récupérés dans les cceurs, les poumons et
les estomacs des rats disséqués, et les analyses moléculaires ont donné les résultats
suivants : quatre vers ne présentaient aucun signal, cingq avaient des pics superposes
suggérant la possible présence de plusieurs parasites simultanément, 2
correspondaient a Gongylonema neoplasticum (nématode), 1 correspondait a
Mastophorus muris (nématode), 8correspondaient a Nippostrongylus brasiliensis
(nématode), 1 a Strongyloides venezuelensis (nématode) et neuf confirmaient A.
cantonensis en utilisant I'outil NnBLAST (/NCBI). Cing rats étaient co-infectés par A.
cantonensis/N. braziliensis et A. cantonensis/G. néoplasticum. Un spécimen de rat

présentait une triple infection : A. cantonensis/N. braziliensis/M. muris.
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Tableau 4 Les différents vers soient détectés par PCR (D) ou récupérés dans les

organes comme cceur (C), poumons (P), estomac (E). Tous les vers récupérés dans

les organes ont été identifiés par PCR.

A. cantonensis G. neoplasticum M. muris N. brasiliensis S. venezuelensis
R.rattus_01 +(C)
R.rattus_02 +(D)
R.rattus_03 +(P)
R.rattus_04 +(D)
R.rattus_06 +(D) +(D)
R.rattus_08 +(D)
R.rattus_09 +(D)
R.rattus_12 +(P)
R.rattus_13 +(P) +(P)
R.rattus_14 +(D)
R.rattus_15 +(D)
R.rattus_18 +(D)
R.rattus_20 +(D)
R.rattus_29 +(D)
R.rattus_30 +(D)
R.rattus_35 +(D)
R.rattus_40 +(D)
R.rattus_60 +(D)
R.rattus_63 +(D)
R.rattus_64 +(D)
R.rattus_65 +(D) +(D)
R.rattus_66 +(D) +(E)
R.rattus_67 +(D) +(E) +(E)
R.rattus_68 +(P)
R.norvegicus_7 +(D)
R.norvegicus_48 +(D)
R.norvegicus_54 +(D)
R.norvegicus_57 +(P)
R.norvegicus_58 +(D)

Analyses complémentaires par gPCR AcanR3990 sur des échantillons de rats
positifs et négatifs.

Une technique plus sensible de détection d’A. cantonensis par g°PCR AcanR3990 a
été utilisée pour l'investigation des mollusques (technique détaillée dans le paragraphe
suivant C.3.). La technique a été testée sur des échantillons rats positifs : id_02, id_13,
id_14, id_15 et négatifs: id_17 de Timonette obtenus précédemment. lls se sont
révélés tous positifs avec des Ct de 4, 22, 26, 27, 29 respectivement (figure 6).
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Fig.6 Analyses complémentaires par q°PCR AcanR3990 sur des échantillons rats

positifs et négatifs (id_02, id_13, id_14, id_15 et id_17). En haut révélation sur gel et

en bas courbes gPCR.

Aussi, dix autres échantillons de poumon des rats provenant des sites de Colminy,
Poirier et Belanger négatifs pour la PCR conventionnelle ont été analysés par cette
méthode. Seul celui de Colminy (id_70) s’est révélé positif avec un Ct de 27, confirmant
la présence du parasite sur ce site.

Les échantillons #17 et #70 ont été considérés comme négatifs par la méthode utilisée
pour l'analyse systématique, a savoir PCR NC puis séquencage des échantillons
présentant une bande visible sur gel d’électrophorése par la méthode de Sanger. Pour
ces 2 échantillons, une tres légere bande était devinable sur gel, mais le séquencage

a échoué, aussi nous les avons considérés alors comme négatifs.
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MOLECULAR STUDY OF THE ENDEMIC STATUS OF ANGIOSTRONGYLUS
CANTONENSIS IN RATS IN HAITI.
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Raoul*’

1 : Université de Franche-Comté, CNRS, Chrono-environnement, F-25000 Besancgon,
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(EREMIT), Port-au-Prince Haiti.

Abstract
Angiostrongylus cantonensis, commonly known as rat lungworm, causes eosinophilic

meningitis in humans. Our study aimed to investigate the prevalence and distribution

of this parasite in rats in Haiti.

Rats were trapped on eight different sites, seven in Artibonite (rural region) and one in
urban area of Port-au-Prince. After euthanasia, hearts and lungs were sampled and
preserved in 70% ethanol. Subsequently, the organs were dissected to detect adult
worms. After extraction, parasite DNA was amplified using PCR targeting the nuclear
ITS2 gene for rodent lung tissue or COX1 for isolated worms. Further sequencing

allowed parasite identification.

Seventy rats were captured, i.e. 23 Rattus norvegicus and 47 Rattus rattus. Adult
nematodes morphologically compatible with A. cantonensis were isolated from 5/70
rats (7%) and identification was confirmed by PCR-sequencing. One worm was
recovered from the heart of a rat for which PCR on lung was notably negative.
Molecular analysis of lung tissue revealed a parasite prevalence of 31.4% (22/70), and
its presence at 4 of the 8 sites investigated, including Port au Prince. The sole
molecular approach on lungs enabled us to measure a prevalence 4 times higher than
the search for adult worms alone. Predictor variables such as age, season, sex, and
species of rats did not significantly influence parasite prevalence. Only one COX1
haplotype was identified in Haiti, belonging to genotype II-G, widely distributed in
Brazil, French Antilles (Guadeloupe), French Polynesia, Hawaii and Japan.

These results enforce that A. cantonensis is an endemic parasite in Haiti beyond Port-

au-Prince, outlining the sanitary risk. Direct molecular screening of Angiostrongylus
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DNA in rat lung showed higher sensitivity and could be useful for further prevalence

studies.

Keywords: Angiostrongylus cantonensis, eosinophilic meningitis, rats, One
Health, Haiti.

*Corresponding authors: [immy.fedna@univ-fcomte.fr

francis.raoul@univ-fcomte.fr

Rezime (Haitian creole)

Angiostrongylus cantonensis se yon parazit nematod souvan ke yo konn rele ann anglé
« rat lungworm » sa vle di vé ou jwenn nan poumon rat, ka lakdoz menenijit eozinofil kay
moun. Etid nou an te vize envestige prevalans ak distribisyon parazit sa a nan rat ann
Ayiti.

Nou te kenbe rat yo sou 8 sit diferan. Set sit nan Latibonit (rejyon riral) ak youn nan
zon iben nan Potoprens. Apre nou fin tiye rat yo, nou te pran ké ak poumon yo ke nou
te mete nan etanol 70% pou n konséve yo. Apre sa, ogan yo te diseke pou detekte vé
parazit la. Nou te ekstré ADN parazit la a pati de ti moso poumon rat yo epi nou te
anplifye ADN lan gras ak apwoch molekilé PCR kote nou te sible jén nikleye ITS2 oswa
COX1 pou vé nou te rive retire nan 0gan rat yo. Apré sa, nou te sekanse jen sa yo pou

n te ka bon jan idantifye parazit la.

Nou te kenbe ototal 70 rat, ki gen ladan 23 espés rat Rattus norvegicus ak 47 espés
rat Rattus rattus. Nou te retire vé adilt parazit la lakay 5 rat; 5/70 rat (7%) FOm vé yo
ak anpil Iot karakté yo te genyen te sanble tet koupe ak A. cantonensis, vé n ap chaché
a epi rezilta sekansaj yo te konfime sa. Nan ké yon rat nou te retire yon ve A.
cantonensis men PCR la pat rive konfime sa. Analiz PCR sou moso poumon Yo te
revele yon prevalans parazit la; 31,4% (22/70), ak prezans li nan 4 pami 8 sit nou te
yo envestige yo, sit Potoprens lan ladann tou. Apwoch molekilé sélman sou poumon
yo te pemet nou mezire yon prevalans 4 fwa pi wo pase leé n ap chaché ve adilt yo
seélman ak mikwoskop. Varyab tankou laj, sezon, seks ak espeés rat la pa t rive ka predi
enfenksyon kay rat yo, yo pa t gen yon enfliyans siyifikativ sou prevalans parazit la.
Nou te idantifye yon sel aplotip COX1 ann Ayiti, ki fé pati jenotip klad 11-G, ki se klad ki
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pi distribye sou laté. Yo jwenn li nan peyi Brezil, Gwadloup, Polinezi franse, Awayi ak

Japon.

Rezilta sa yo konfime ke A. cantonensis se yon parazit andemik ann Ayiti e li blayi ko
li kote ki pi lwen pase Potoprens,, sa ki mete aksan sou risk sante pou popilasyon an.
Tés molekilé direk nan poumon rat te montre pi gwo sansiblite, li ka itilize pou etid

prevalans a lavni.

Introduction
Angiostrongylus cantonensis (Chen 1935), called rat lungworm, is a nematode (phylum

Nematoda) in the superfamily Metastrongyloidea and family Angiostrongylidae
(Anderson 1978; Ubelaker 1986). This parasite is the most common cause of
eosinophilic meningitis in humans (Barratt et al. 2016). Its life cycle includes
gastropods (snails or slugs) as intermediate host and rats as definitive host. The
parasite has a low host specificity: a wide variety of rodents (about 16 species) and
gastropods (about 147 species) can be infected, and various species of vertebrates

and invertebrates can act as paratenic hosts (Barratt et al. 2016; Kim et al. 2014).

Rodents, mainly of the genus Rattus, contract the infection by ingesting hosts
containing infectious larvae (L3). These larvae traverse the rat's intestine to reach the
small intestine, then penetrate the intestinal walls and enter the bloodstream. Passively
moving in the bloodstream, some larvae eventually reach the central nervous system
and penetrate the brain. In the brain, the larvae develop into the subadult stage. Once
reaching the subadult stage in the brain, the worms leave this organ, enter the venous
circulatory system, and head towards the right ventricle of the heart and the pulmonary
arteries. In these areas, the worms develop, reach maturity, mate, and females lay
eggs. The eggs circulate in the blood to the lungs. In the lungs, the eggs hatch, giving
birth to first-stage larvae in the lung tissue. First-stage larvae traverse the walls of
bronchioles and alveoli, ascend the trachea in respiratory secretions, and are
eventually swallowed to be released in the faeces. The cycle repeats when snails
ingest the infected faeces. If the rat consumes the infected snail quickly after the snail
larvae reach the third stage, the entire cycle takes about 45 days (Cowie 2013).

Numerous species of prawns, land crabs, planarians, frogs, lizards, crustaceans or
fish, may eat the snails and be infected by L3, becoming paratenic hosts (Turck, Fox,

et Cowie 2022; Wallace et Rosen 1965). In paratenic hosts, L3 do not develop but will
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remain dormant until the paratenic host is eaten by a definitive or accidental host
(various primates including humans, birds, hedgehogs, horses, dogs) (Cowie, Malik,
et Morgan 2023).

Humans become infected by consuming poorly cooked gastropods or paratenic hosts
(crustaceans) containing L3 larvae, or raw vegetables contaminated by slugs, snails
or their infected slime. In accidental hosts the larvae develop to a certain stage but do
not reproduce. The third-stage larvae migrate to the central nervous system, but are
not able to develop into their adult stage, therefore they die in the meninges, causing
inflammatory reactions (Ash 1968; Graeff-Teixeira, Aramburu da Silva, et Yoshimura
2009; S. Jarvi et Prociv 2021).

The parasite is endemic in equatorial and tropical climates, where more than 30
countries have reported human cases of angiostrongylosis (Wang et al. 2012). Most
cases of A. cantonensis-associated eosinophilic meningitis originate from Southeast
Asia, including China, and the Pacific Islands, where Hawaii could be considered a
hotspot for the disease.

The frequency of reports regarding A. cantonensis in various hosts is increasing,
particularly in subtropical and even temperate regions, with instances noted in Europe,
such as Spain (Galan-Puchades et al. 2022; Paredes-Esquivel et al. 2023). Its range
has recently expanded, possibly as a result of global warming, the diversity of its
intermediate hosts and the efficient dispersal of infected rats carried by ships (Barratt
et al. 2016; Dard et al. 2017; Gamiette et al. 2023).

Among Caribbean islands, the parasite has been reported in rats and/or gastropods in
Cuba, Dominican Republic, Grenada, Haiti, Guadeloupe, Puerto Rico and Jamaica
(Andersen et al. 1986; Chikweto et al. 2009; Companioni et al. 2019; Gamiette et al.
2023; Raccurt, Blaise, et Durette-Desset 2003; Vargas, Perez, et Malek 1992; Waugh
et al. 2016). Raccurt and this team noticed for the first time the presence of A.
cantonensis in Haiti in 2002. They found the parasite in 30% of the rats captured (n=7
out of 23) in Port-au-Prince at 2 neighbourhoods (Damien and Carrefour) between
March and July 2002. At the same period, Haitian health authorities reported that 1.3%
of the human deaths recorded in 1999 were due to meningitis of unknown aetiology
(Raccurt, Blaise, et Durette-Desset 2003).

Two decades later, a broader assessment of angiostrongyliasis in Haiti was needed.
We therefore set up a survey to update the prevalence of A. cantonensis in definitive

hosts in Haiti. Our investigation focused on the historical site of identification of the
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worm, i.e Damien in Port-au-Prince area, and included a new area, the Artibonite
department. The Artibonite department is a major producer of cereals and foodstuffs
on the island, and is characterized by its many rice paddies and wetlands, making it a
highly favourable zone for A. cantonensis hosts. In the context of the global spread of
the worm as a possible result of global change (Cowie, Malik, et Morgan 2023) the
present study therefore aimed to update information about the endemicity of A.

cantonensis in Haiti, and to improve the knowledge of its distribution.

Materials and Methods
Ethics statement

Our samples did not include endangered nor protected species. The protocol was
validated by the Ethics Committee of the State University of Haiti, and a professor of
veterinary medicine and an anesthesiologist supervised our work in the field. The
rodents were not abused and they were manipulated and humanly killed in accordance
with European Directive. Protocols were based on guidelines from AVMA (Sikes et al.
2011).

Study area
The Republic of Haiti or Hayti (18° 32' 21" N and 72° 20' 11 W") is a country located in

the Caribbean. The country occupies the western part of the island of Hayti (or
Hispaniola Island) sharing this territory with the Dominican Republic. The study was
conducted in the rural area of Bocozelle, 5th communal section of the commune of
Saint-Marc in the department of Artibonite (19° 27' 0" N, 72° 40’ 59.88" W) and in the
urban area of Port-au-Prince, Damien. The department of Artibonite is the second most
populated department of Haiti (estimated population was 1,727,5241 inhabitants, (IHSI
2015), after that of Port-au-Prince (Western department) (Figure 1) and is the
breadbasket of the country. There are many agricultural areas with crops of onions,
eggplant, sweet cassava, bananas, potatoes, but also wetlands with rice fields and
breeding areas with cattle, goats, sheep, pigs, horses.

Seven sites were chosen in Bocozelle (Belanger - Chatelain - Colminy - Pothenot -
Poirier - Timonette - Village Noé) taking into consideration the characteristics of the
habitat (rice fields, dry crops such as onions), and one site was sampled in Port-au-
Prince, Damien, previously sampled by (Raccurt, Blaise, et Durette-Desset 2003).
These two departments (Artibonite and West) share the same climate as the rest of

the country: tropical with two distinct seasons, a dry season from November to March
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and a rainy season from April to October. In the Artibonite department, the average
annual temperature is 25.6°C and the average yearly rainfall is 674 mm. January is the
driest month, with only 15 mm. September is the rainiest month of the year with an
average of 102 mm. In Port-au-Prince, the average annual temperature is 23.2 °C and
the average yearly rainfall is 1697 mm. The lowest average rainfall is recorded in

January (31 mm), and the highest in may (248 m) (Data from Climate-data.org).

Rodent capture
The entire sampling procedure was carried out following protocols described in

“Protocols for field and laboratory rodent studies” (Herbreteau et al. 2011). In
November 2020 (end of rainy season) and September 2021 (rainy season), we
captured rats using live traps made locally by a resident of Bocozelle (36x30x20 cm).
These traps were baited with rice, herring, salami and also "Chico", a traditional Haitian
cheese puffs snack (known as very attractive food for rats according to the residents).
At each site we set up trap lines of 10 to 15 traps, with traps spaced 5 to 10 meters
apart. The traps were set at dusk and checked at dawn. Traps containing rats were
removed and renewed. The number of traps and the number of days spent at a site
varied according to logistical constraints and the country's socio-political unrest. The
capture success rate was determined by the following formula: Number of rats
captured on site / Total number of trapping attempts (i.e. number of trapping days *
number of traps set) x 100.

Dissection and morphological identification of rats
A field laboratory was set up. Rats were anesthetized with isoflurane, euthanized by

cervical dislocation and then dissected. They were weighed, and sex was determined
by observation of their external reproductive organs: presence of scrotum covering the
testes in adult males and vagina in females. Other body measurements were taken
with a calliper: total body length (body + head + tail length), tail length, right ear length,
measurement of the skull length (between the back of the skull and the end of the
nose). Removed organs (hearts, lungs) were preserved in 70° alcohol and stored to
be examined latter for adult worm detection. The determination of each rodent age
class was based on the crystalline lens weight method (Hardy, Quy, et Huson 1983;
Morris 1972; Tanikawa 1993). Crystalline lens of rats were also stored. There are only
2 species of rats in Haiti (Blaise, Jacques, personal communication); the brown rat R.

norvegicus and the black rat, R. rattus. Using equations of Hardy and colleagues
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(Hardy, Quy, et Huson 1983) for R. norvegicus and those of Tanikawa for R. rattus
(Tanikawa 1993), the rats were divided into age groups (in months) according to their

crystalline lens weight.

Worms collection
The heart and lungs collected from each individual and stored in ethanol were placed

in a Petri dish, dissected and carefully examined under a stereomicroscope to collect
the parasites. Adult worms were manually extracted with fine-tipped forceps from the
pulmonary artery, heart, and lungs and preserved in 70% ethanol. The worms were
clarified in lactophenol and identified using morphological criteria: caudal bursa
morphology and spicule size were used as taxonomic characteristics for species
identification according to (Maldonado Junior et al. 2010; Moreira et al. 2013).
Observations were made using an OLYMPUS CX31 optical microscope connected to

a camera connected to Microvision software brand Saisam (version 6.1.3).

Molecular identification
Strategy
Three complementary molecular approaches were implemented. First, morphological

identifications of adult worms recovered from examined rats were confirmed by the
amplification and sequencing of PCR targeting COX1 gene (Galan-Puchades et al.
2022; Rodpai et al. 2016). Secondly, we performed pan-strongylid PCR targeting ITS2
gene (Goncalves da Mota et al. 2020) directly on lung DNA extracts from all rats,
followed by sequencing, to determine molecular prevalence of A. cantonensis and to
assess potential infection or coinfection with other strongylid worms. This ITS2 region
is widely used to differentiate strongylid nematode species (Gasser et al. 1993;
Romstad et al. 1998). The third point consisted in validating the identification of Rattus
species (R. norvegicus or R. rattus) by Restriction Fragment Length Polymorphism

(RFLP) analysis on their mitochondrial cytB gene.

DNA Extraction
DNA was extracted from 25 mg of tissue (lungs from examined rats, or isolated worms)

using a QIAamp Fast DNA Tissue Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) according to the
manufacturer's instructions, with the following optimisations. Storage ethanol
desorption was performed placing each sample in 1 ml of 90%, 60%, 30% ethanol
solution, and purified water for 1 hour, respectively. Then, mechanical and thermal lysis

was performed by shaking for 10 min using a vortex Genie 2 apparatus (Scientific
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Industries Inc., NY, US), and then incubation in a Thermomixer (Eppendorf, Hambourg,
Germany) for 1h 30 min at 56°C and 1000 rpm. DNA concentration was measured on

a Quantus fluorimeter (Promega, WS, US) using QuantiFluor One DNA kit (Promega).

PCR Amplification and Sequencing
Primers used in this study are given in Table 1. For PCR amplification, 5ul of extracted

DNA matrix was added to 20ul of a mixture of 1X EmeraldAmp® GT PCR Master Mix
(Takara Bio, Shiga, Japan), and 0,4 uM of each primer. PCR amplification was carried
out using a thermocycler Nexus Gradient (Eppendorf) applying the following program:
an initial denaturation at 94°C for 2 min, then 40 cycles of 94°C for 1 min, 55°C for 1
min, and 72°C for 1 min, with a final elongation at 72°C for 5 min. Two pul aliquots of
each PCR product were analyzed by electrophoresis on a TAE 1X-agarose 1% gel
containing SYBR® Safe stain (Invitrogen, MA, US), applying 6 V.cm electric field, and
visualized using a Bio-Rad Gel Doc XR+ system controlled by Image Lab™ Software
(Bio-Rad, CA, US).

Amplicons were sequenced by Genewiz Genomics Service (Genewiz-Azenta,
Germany). Primers used for PCR amplification were used for sequencing, except the
newly designed NC-internal primer highly specific to A. cantonensis (Table 1) when
NC1l sequencing suggested the presence of several nematode species in the
amplicon. Sequences were identified by BLASTn analysis, using the NCBI GenBank

database.

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)-PCR
After amplification of cytB mitochondrial gene of rats, digestion of amplicons was

performed using FastDigest Rsal (Thermo Fisher Scientific, MA, US). Species
identification of rats was allowed by obtention of the following restriction profiles:
188/455bp for R. rattus and 144/188/311bp for R. norvegicus, respectively.

Phylogenetic analysis
A phylogenetic analysis was performed to compare the DNA nucleotide sequences of

COX1 gene PCR/sequencing from adult worms recovered in our study with other
isolated sequences available in Genbank database. Sequences were aligned with
MAFFT method (Katoh et Standley 2013), cleaned following the BMGE approach
(Criscuolo et Gribaldo, s. d.), then phylogeny analysis was performed by Mr Bayes

analysis (Huelsenbeck et Ronquist 2001) in the workflow from NGPhylogeny.fr online
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tool (Lemoine et al. 2019). Phylogenetic tree visualisation was performed with tTOL
tool (https://itol.embl.de/tree/).

Data analysis
R version 4.2.2 (2022-10-31 ucrt) was used to perform the analyses. Prevalence was

defined in our study as: (number of infected rat individuals / number of examined rat
individuals *100) applying 95% confidence level based on binomial distribution. A Chi-
squared test or Fisher exact test were performed to examine the association between
prevalence of A. cantonensis and/or other nematodes and rat species.

A binomial generalized linear model (GLM) was run to estimate the relationship
between variables (predictors) such as: age — season — species — sex and probability
of infection. The effect was considered to be statistically significant when the p-value
was less than 0.05.

Results
Sampling of rats
A total of 70 rats were captured in 7 of the 8 investigated sites. Capture success rates

were 11% at Damien (Port-au-Prince) and 4% at Timonette (Artibonite). For the other
sites, capture rates were low, ranging from 0% to 1%.

Morphological identification provided a first estimation of 25 R. norvegicus and 45 R.
rattus captured. PCR-RFLP confirmed the identification of these two species and
corrected mis-assignation for 6 individuals (especially juveniles or individuals with a
cut tail), conducting to the final numbers of 23 R. norvegicus and 47 R. rattus. Forty-
three females (14 R. norvegicus, 29 R. rattus) and 27 males (9 R. norvegicus, 18 R.
rattus) were collected. Thirteen R. norvegicus and 10 R. rattus were collected at the
end of the rainy season (November 2020; n=23) compared to 10 R. norvegicus and 37
R. rattus during the rainy season (September 2021; n=47). Overall, only R. norvegicus
was observed in the urban area of Damien, whereas the rats caught in the rural area

of Artibonite were mainly R. rattus (47 versus 11 R. norvegicus).

Prevalence of A. cantonensis
Worms recovered from rat hearts and lungs were macroscopically and microscopically

observed (Figure 2) and compared to previous A. cantonensis description in the
literature (Maldonado Junior et al. 2010; Moreira et al. 2013). All worms were also
identified by COX1 PCR and sequencing. A. cantonensis worms were found in only 5

rats (1 R. norvegicus and 4 R rattus), i.e. with a global prevalence of 7.1% (5/70) [2%
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- 16%]. The highest number of worm specimens (n=20) was found in the lung of one
single rat. The lungs of the three other rats contained 3, 2 and 1 worms, respectively.
One worm was recovered from the heart of a rat for which PCR on lung was notably
negative.

PCR targeting the nuclear ITS2 region was also used to investigate the presence of A.
cantonensis in lung tissue, independently of the presence of adult worms (Caldeira et
al. 2003; Goncalves da Mota et al. 2020). A. cantonensis DNA detection was positive
in 22 rats, highlighting a 4,4-fold higher prevalence of the parasite than the
macroscopic approach (31.4%). Table 2 summarizes results obtained on the 70 rats.
Of note, one rat was negative to the molecular test on the lung, but had shown a worm
in the heart, and was therefore considered positive. The overall prevalence of A.
cantonensis in Haitian rats was consequently 32.9% [22% - 45%].

Prevalence of the parasite was 26.1% and 36.2% for R. norvegicus and R. rattus
respectively. The prevalence did not differ significantly between species (Chi-squared
test, p-value = 0.3434).

Infection/coinfection with other strongylids
Molecular analyses of worms recovered from the heart and lungs and pan-strongylid

DNA detection in lungs revealed infection of R. rattus individuals by other nematode
species. Seven rats harboured Nippostrongylus brasiliensis, including two co-infection
with A. cantonensis, and another R. rattus was infected by Strongyloides
venezuelensis. Infection or co-infection with other nematodes was not observed in R.
norvegicus individuals, thus being significantly higher in R. rattus (p=0.046, Fisher

exact test).

Geographical distribution of A. cantonensis
Four sites out of 8 were positive for A. cantonensis: 3 rural sites in Artibonite and

Damien (urban area of Port-au-Prince). The site of Timonette (Artibonite) displayed the
highest number of captured rats (n=43), of which 17 were infected (16 Rattus, 1 R.
norvegicus). Twelve R. norvegicus were trapped in Damien, including 4 infected rats.
Less than 5 rats were caught in each of other sites, with evidence of A. cantonensis in

two other Artibonite sites (Village Noé, Chatelain).

Factors potentially influencing infection in rats
Figure 3 shows the age distribution of infected rats for the two species. Of the 23 R.

norvegicus, 2 females and 3 males were infected and these 5 infected individuals were
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1, 6 and 7 months old: young and adult rats of both sexes could be infected by the
parasite. Of the 47 individuals of R. rattus, 14 females and 4 males were infected.
Infected individuals ranged in age from 1 to 15 months, peaking at 4 months (5
individuals aged 4 months out of the 7 captured were infected).

None of the predictor variables (age, season, sex and species) significantly influenced

parasite prevalence. (all p-values were higher than 0.05).

Phylogenetic analysis
Seven A. cantonensis worms provided a sequence reliable for taxonomic comparison.

These 7 worms were isolated from 4 different rats, all caught in Timonette. The 7
sequences were identical, with no mutations to distinguish them. Sequences were
deposited in NCBI database (Genbank numbers: PP178292-PP178298). All belonged
to clade 11-G, previously identified by Tian and colleagues (Tian et al. 2023).
Phylogenetic tree is shown in figure 4. Of note, sequences of Haitian A. cantonensis
did not show any difference compared to sequences obtained from Guadeloupe
(Gamiette et al. 2023).

Discussion

Our study confirms that Haiti is an endemic area for A. cantonensis. We observed a
prevalence of parasite in Port-au-Prince suburbs similar to that observed 20 years ago
by Raccurt and colleagues (Raccurt, Blaise, et Durette-Desset 2003). Moreover, we
provided molecular proof of worm identification and highlighted that this parasite was

also highly prevalent in Artibonite, therefore encompassing rural and urban areas.

Artibonite is considered as the breadbasket of Haiti, with many rice paddies and
wetlands. We had hypothesised that prevalence would be potentially higher in this
region because of its supposedly more favourable ecosystem. Indeed, higher
prevalence was recorded in certain types of habitats, due to a higher availability of snalil
intermediate hosts (Companioni et al. 2019; Estano, Bordado, et Paller 2021; S. 1. Jarvi
et al. 2017; Lim 1967; Tujan, Fontanilla, et Paller 2016). Rice fields was shown to be
the primary source of infections for rats (Castillo et Paller 2018; Estano, Bordado, et
Paller 2021; Tujan, Fontanilla, et Paller 2016). However, the prevalence observed in
Artibonite did not differ significantly from the one observed in Port-au-Prince. Also,
some studies have shown higher prevalence in adult rats compared with juveniles and

in rats sampled during the winter/rainy season (Companioni et al. 2019; Estano,
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Bordado, et Paller 2021; S. I. Jarvi et al. 2017; Lim 1967; Tujan, Fontanilla, et Paller
2016). . We failed to correlate prevalence to age, sex, species of rodents and season
of trapping. The unbalanced distribution of the two rat species (R. rattus trapped mostly
in Artibonite and R. norvegicus mostly in Damien) and the low sample size might have
hindered the detection of effects of species, age, season and landscape (urban vs.

rural) if any.

In Jamaica, R. rattus was significantly more infected by A. cantonensis than R.
norvegicus (Waugh et al. 2016). The unbalanced distribution of the two rat species (R.
rattus trapped mostly in Artibonite and R. norvegicus mostly in Damien) and the low
sample size might have hindered the detection of effects of species, age, season and
landscape (urban vs. rural) if any. Infected rats and gastropods were previously
described in the southern coast of the Dominican Republic by Vargas et al. (Vargas,
Perez, et Malek 1992), leading to consider the island of Hispaniola as globally endemic
for A. cantonensis, like most of the neighboring Caribbean islands (Cuba, Jamaica
Puerto Rico, French Antilles) (Andersen et al. 1986; Companioni et al. 2019; Dard et
al. 2017; 2020; Waugh et al. 2016). Of note, the overall prevalence of A. cantonensis
in Haitian rats in our study (32.9%) is close to the one reported in the study of Waugh
in Jamaica, 32-0%, n=437 (297 R. rattus and 140 R. norvegicus) (Waugh et al. 2016)
where human eosinophilic meningitis is a public health concern but lower than that
found by Vargas and colleagues in the Dominican Republic (100%, n=5, R. norvegicus)
(Vargas, Perez, et Malek 1992).

Although we did not detect any differences in A. cantonensis prevalence between the
two rat species, we observed infections or coinfections by other strongylids only in R.
rattus. This may be explained by differences in food preferences and/or host
susceptibility, (Ye et al. 2023), and the true impact of co-infections on A. cantonensis

population dynamics remains to be explored.

Direct DNA amplification of parasite on lung DNA extract allowed highly sensitive
detection of A. cantonensis. Such approach was previously used for retrospective
rodent survey, using cryopreserved samples (Okano et al. 2014). We observed an
unexpected four-fold higher prevalence than using the widely-used conventional
macroscopical detection of adult worms in lung arteries and/or right ventricle. Delayed
dissection of lungs and heart stored one year in ethanol could have led to miss

morphologically altered adult worms, compared to dissection of fresh tissues. On the
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other hand, DNA detection in lung tissues extract can detect parasite eggs, L1 larvae
or residual cells shed from adult worms. Moreover, rats with positive PCR results could
have been recently infected, with L3 larvae present in their bloodstream and passing
through the pulmonary arteries on their way to the brain. Qvarnstrom and colleagues
showed the higher sensitivity of quantitative PCR, i.e 100% versus 54% detection in
37 rats (Qvarnstrom, Bishop, et da Silva 2013). Similar comparative study using
optimal preanalytical conditions should be conducted to compare performances of

morphological examination versus conventional PCR performed on lung tissues.

Sequencing of COX1 gene of seven adult worms allowed us to identify a single
haplotype of A. cantonensis in Haiti. Phylogenetic analysis revealed that the Haitian
haplotype belonged to the clade Il according Tian and colleagues (Tian et al. 2023).
According to these authors, Clade Il is the overwhelming gene type beyond Southeast
and East Asia except for a small number of samples of Clade IV and Clade V in Hawalii
and Rio de Janeiro, respectively. Moreover, Haitian haplotype belonged to the clade
[I-G, which is the most common type, accounting for almost half of the haplotypes of
this clade described so far (figure 4). Recently, Gamiette and colleagues described a
unique haplotype of A. cantonensis in Guadeloupe, French Antilles, which also belongs
to clade II-G (Gamiette et al. 2023). Including our isolates and those described by
Gamiette and colleagues clade 1I-G has now been described in nine locations
worldwide, including the Pacific (e.g. Japan, French Polynesia) and the New World
(Brazil, Guadeloupe, Haiti). Given that haplotype diversity of A. cantonensis was
significantly higher in Southeast and East Asia, and that the New World showed higher
diversity of the major clade Il in contrast to the Pacific, Tian and speculated that rat
lungworm was introduced from Southeast Asia rather than from the Pacific. (Cowie,
Malik, et Morgan 2023; Tian et al. 2023). However, how clade II-G A. cantonensis

spread to Caribbean remains to be determined.

To date, potential intermediate hosts for A. cantonensis have not been investigated in
Haiti. Infection of Subulina octona was previously shown by Vargas and colleagues in
the Dominican Republic and Andersen and colleagues in Puerto Rico while Waugh
colleagues showed that of the 777 snails and slugs examined, 12-5% harboured third-
stage larvae of A. cantonensis (Pleurodonte spp., Poteria spp., Thelidomus aspera,
Sagda spp. and veronicellid slugs) in Jamaica. (Andersen et al. 1986; Vargas, Perez,
et Malek 1992; Waugh et al. 2016). The African giant snail Lissachatina fulica, a
species of terrestrial snail commonly found infected by the parasite worldwide has not
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been described in Haiti nor in Jamaica, nor Dominican Republic. Thus, infected rats
from cargo ships may be more important for the expansion of the geographic range of
the parasite than introduced infected molluscs in Haiti and Jamaica. The situation may
be different in the South Caribbean, where L. fulica was introduced and is now
widespread in French Antilles (Dard et al. 2017; 2020; Gamiette et al. 2023). Field
investigations remain to be done in Haiti to identify intermediate and paratenic hosts

involved in the parasite cycle.
Conclusion

Our study provides molecular evidence of A. cantonensis in rodent samples from two
different landscapes of Haiti. The presence of this parasite in Haiti since at least 20
years should alert health authorities and practitioners to the possible occurrence of
neuroangiostrongyliaisis. The risk for the population is not negligible. Firstly, because
infections are sometimes due to accidental ingestion of contaminated intermediate
hosts, and secondly, even though Haitians generally do not eat raw mollusks or
crustaceans and raw vegetables are rarely consumed, the dietary habits of a people
can evolve. Further investigations on the presence of the parasite in different hosts
and the incidence of eosinophilic meningitis in humans in various landscapes over the
country are needed to better understand the distribution and the impact of A.

cantonensis in Haiti.
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Fig. 1 Map of Haiti with the departments, study sites (Top right: Haiti medallion in the
Caribbean basin. Image taken from Wikipedia). Some sites overlap and do not appear
on the map.
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Age Age
Positive (months) Total Positive (months) Total trapped

o H - B

—

Fig.3 Distribution of infected individuals in the different age classes for the two-rat species
(total number trapped in parenthesis). For R. norvegicus, 3 age classes are represented,
ranging from 1 to 7 months. For R. rattus, 9 age classes are represented, ranging from 1 to
15 months. (No data on lens weights for one infected R. norvegicus male, nor for 4 infected
R. rattus females). The figures in parentheses represent the number of individuals captured
in the corresponding age class.
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Table 1 Primers used in this study

Sequences Target Purpose Ref.
Pan-strongylid PCR
NC1 5’-ACGTCTGGTTCAGGGTTGTT-3’ o
NC2 5-TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3’ Identification of [17,18]
nuclear ITS2 A. cantonensis '
Sequencing (nematodes) in rodents This study
NC internal 5-GTGCGTTTTGTGCGTTTAC-3’ organs
Worm identification
AngiCOIl_forward
AngiCOI_reverse 5’- COX1 .
! Taxonomic
TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT- | (Angiostrongylus f
3 Spp.) assessment o [15,37]
5. ' isolated worms
CGAGGATAACCATGTAAACCAGC-
39
Rattus identification oviB Confirmation of This stud
For-cytB-Rattus 5’-CTCCCATGAGGACAAATATC-3’ (?g dents) rodent species y
Rev-cytB-Rattus 5’-ATGGGTGTTCTACTGGTTG-3’ by RFLP
Table 2 Prevalence of A. cantonensis infection in Haitian rats.
* Rat with worm in heart but A. cantonensis DNA not detected in lungs
Number of rats
Species Autopsied Macroscopic detection Molecular detection Infection by

R. norvegicus 23
R. rattus 47
Total 70

of A. cantonensis worms
then confirmed by PCR-
sequencing

n
Prevalence (%) [C1%]
1

4

5
(7.1%) [2% - 16%)]
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of A. cantonensis
DNA
by PCR-sequencing
on tissues (lungs)
n
Prevalence (%) [C1%]
6

16

22
(31.4%) [21% - 44%)]

A. cantonensis
(macroscopy +
molecular detection in
lungs)

n
Prevalence (%) [C1%]
6

17*

23
(32.9%) [22% - 45%).



C.3 J. Fedna, R. Borne, D. Rieffel, G. Bornette, J.H. Henrys, F. Grenouillet, F. Raoul.
2024. First report of Angiostrongylus cantonensis (Nematoda:
Metastrongylidae) in gastropods Subulina octona (Bruguiére, 1789) (Mollusca:
Gastropoda) and Veronicellidae from Haiti. (En préparation)

Résumé :

Cette étude a été menée en Haiti pour détecter la présence du parasite
Angiostrongylus cantonensis chez les gastéropodes. Initialement, I'échantillonnage
des gastéropodes a été réalisé a partir de morceaux de moquettes humides sur les
sites. En raison des résultats peu concluants de cette méthode, une approche visuelle
a été adoptée. Les sites ont été explorés méticuleusement pendant une période
déterminée, variant de 30 minutes a 1 heure. Différentes espéces de gastéropodes
ont été identifiées sur la base de caractéristigues morphologiques et par biologie
moléculaire. Une stratégie de lots a été utilisée pour détecter ’ADN du parasite dans
les échantillons. Les résultats indiquent la présence d'A. cantonensis dans deux
régions d'Haiti, chez deux espéces de gastéropodes, suggérant une endémicité du
parasite dans ce pays. C’est le premier signalement de ce parasite chez les
gastéropodes en Haiti. Cependant, des défis ont été rencontrés en termes d’efficacité
de la PCR, probablement en raison de la dégradation de 'ADN au fil du temps.
Matériel/ Méthodes

Echantillonnage des gastéropodes.

En paralléle aux captures de rats, un protocole d'échantillonnage des gastéropodes a
été mis en place. L'approche initiale consistait a utiliser des morceaux de moquette
(30x20 cm) humide disposés sur les 8 sites (20 moquettes par sites) ou les piéges a
rats étaient également positionnés. Cependant, en raison de résultats peu concluants
avec cette méthode (allant de 0 a 3 gastéropodes capturés), I'échantillonnage s'est
orienté vers une approche a vue. Cette méthode impligue une prospection visuelle
méthodique des sites étudiés, avec une inspection minutieuse des surfaces humides,
sous les feuilles, les rochers et la litiere (Cucherat et Demuynck 2008). Chaque site a
été exploré pendant une période déterminée, variant de 30 minutes a 1 heure. Toutes
les précautions de sécurité ont été prises ; tous les participants étaient eéquipés de

gants et de pinces.

Conservation, stockage et identification des especes.
Les gastéropodes étaient collectés a l'aide de pinces et placés dans des sacs en
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plastique de type ziplock, séparés en fonction de leur morphologie puis congelés a -
20 °C, tout en enregistrant leur emplacement dans notre carnet de terrain. Une
premiere identification morphologique a été réalisée en utilisant le livre de Delannoye
R, et collegues (Delannoye et al. 2015). Les échantillons ont été expédiés en France
au laboratoire Chrono-environnement pour analyses. Des exemplaires de chaque
morphotype ont été photographiés a l'aide d'un microscope numérique Keyence, pour
la capture d'images haute résolution. L’identification morphologique des spécimens
sur la base des images a été réalisée par une équipe de malacologues cubains.

Les tests PCR conventionnels ciblant le géne ribosomal 16S de ’ADN mitochondrial
de 2 a 3 individus de chaque morphotype ont été réalisés pour une confirmation
moléculaire. Il a déja été démontré que ce géne peut discriminer les espéeces de
gastéropodes entre elles (Mitani et al. 2009).

Choix des sites et d’espéces pour les diagnostics.
En raison de contraintes logistiques nous avons sélectionné uniquement 3 sites parmi

les 8 (Damien, Timonette et Village No€) pour détecter la présence du parasite chez
les gastéropodes. Cette sélection a été faite en prenant en compte I'hypothése de la
présence potentielle du parasite et les caractéristiques des habitats. Notre choix de
sites s'est également basé sur la présence d'especes de mollusques documentées
hoéte d’A. cantonensis dans d'autres études scientifiques (Article No. 1).

Ainsi, Damien a été sélectionné en raison de son historigque positif en tant que site pour
A.cantonensis chez le rat. Timonette a été choisi pour la composition et la configuration
de son paysage. La matrice paysagere est composée de riziéres, de zones humides,
et sur le site, il y a un jardin avec des cocotiers, des manguiers, etc. Le site est séparé
par un mur d'une usine de traitement de riz. A Timonette, il y a un canal d'irrigation ol
les habitants se baignent, font leur lessive et lavent toutes sortes de choses comme
des assiettes, des cuilleres, des chaudrons, etc. Le village Noé est un environnement
sec avec une diversité d'especes d'escargots différentes, et ou les espéces sont
répertoriées comme négatives pour le parasite dans d'autres études. Ce site peut nous
aider a de vérifier si la situation haitienne est conforme a ces résultats antérieurs.

Au site de Damien, 3 especes de gastéropodes ont été examinées : 2 escargots
terrestres, Hispaniolana dominicensis et S. octona, ainsi qu'une limace, Sarasinula
plebeia. Des études antérieures ont confirmé la présence du parasite chez S. octona
et S. plebeia (Alicata 1962; del Risco Barrios et Diéguez Fernandez 2004). Au site de
Timonette, 2 especes ont été étudiées : les limaces Veronicellidae et un escargot
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aquatique, Melanoides tuberculata. Des données antérieures ont indiqué la présence
du parasite chez M. tuberculata et chez certaines Veronicellidae (Voir Article No. 1).
Parmi les sept espéeces du Village Noé, aucune n'a été signalée comme positive dans
la littérature. Nous avons choisi d'étudier l'espece la plus abondante dans notre

échantillon, Coryda vigiensis.

Stratégie pour constituer des lots
Pour détecter la présence du parasite chez les gastéropodes, les individus

échantillonnés ont été regroupés en lots afin d'optimiser le temps et de minimiser le
nombre d'extractions d'’ADN nécessaires tout en maximisant la fiabilité des estimations
de prévalence. Ce processus de tests groupés introduit en épidémiologie vise a fournir
une estimation la moins biaisée possible du taux de prévalence de la maladie (Dorfman
1943; Hughes-Oliver 2006; EI-Amine, Bish, et Bish 2018). Nous avons réalisé des
simulations de tailles et de nombre de lots avec [louti EPITOOLS
(https://epitools.ausvet.com.au/ppsimfixedone) en faisant I'hypothése que le test

possede une sensibilité de détection de 90% et une spécificité de 99%, avec un niveau
de confiance de 95% pour l'estimation. Un résultat de test positif se produit s’il y a au
moins un échantillon infecté dans le lot ; sinon, le résultat du test est négatif. Ces
simulations, basées sur 1000 itérations, ont utilisé un jeu de données théoriques initial
comprenant 150 individus a analyser, avec une gamme de prévalences supposées
allant de 1% a 50%. Le choix de la taille des lots de gastéropodes a été fait de maniére
a minimiser la largeur de lintervalle de confiance (paramétre de mesure de la
précision) tout en maximisant la proportion qui se situent dans l'intervalle de confiance
de la véritable prévalence d'estimations (mesure de fiabilité/véracité). La figure 7 (de
gauche) montre la largeur de l'intervalle de confiance de la prédiction en fonction de la
prévalence dans la population. On observe sur cette figure, par exemple, que si l'on
prend des lots de 30 individus (cercles en gris), I'intervalle de confiance est tres grand,
aboutissant a une estimation peu précise. La figure 7 (de droite) présente un autre
parameétre important a considérer, qui est la proportion d'estimations valables. Ce
parameétre est un indicateur de fiabilité et de véracité. Il indique l'intervalle de confiance
qui contient la véritable prévalence. Plus il est grand, plus I'estimation est fiable. Dans
notre exemple ici I'estimation capture plus de 90% de la véritable prévalence. Sur la
figure 8 (de droite), a des prévalences de 5% et 15% (cercles noirs), on obtient une
meilleure estimation pour toutes les tailles de lots.

Nous présentons ici un exemple des prédictions pour 100 individus de l'espéce S.
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octona. La figure 8 (a gauche) montre que, pour le parametre de la largeur de
l'intervalle de confiance, le meilleur compromis est de faire des lots de 10 individus
(cercle noir). Ceci est corroboré par la figure 8 (a droite), qui présente les proportions
d'estimations valables. Avec des lots de 10 individus, on capture plus de 90% de la
véritable prévalence dans la population (fleche jaune). Nous avons donc fait des lots
de 10 individus pour S. octona, puis procédé de la méme maniere pour toutes les
especes de gastéropodes analysées. Le probleme réside dans le fait que si tous les
échantillons testés sont positifs pour le parasite, l'intervalle de confiance deviendra
trop large pour englober la valeur de la prévalence, compromettant ainsi la précision
de cette estimation.

Pour calculer ensuite les prévalences et intervalles de confiance sur nos échantillons,
nous avons appliqué la fonction PoolPrev du package PoolTestR. Ce package permet

de travailler avec des tests de présence/absence sur des échantillons groupés.

Proportion d'estimations valables, ou l'intervalle de confiance
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Fig. 7 La figure (de gauche) : largeur de l'intervalle de confiance de la prédiction en
fonction de la prévalence dans la population, pour des tailles de lots variables. Si I'on
prend des lots de 30 individus (cercles en gris), I'intervalle de confiance est trop grand.
A droite : les proportions d’estimations valables. Prévalences 5% et 15% (cercles

noirs) : meilleure estimation pour toutes les tailles de lots.
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Fig. 8 Exemple pour 100 individus de S. octona. A gauche : pour le paramétre de la largeur
de l'intervalle de confiance, le meilleur compromis est de faire des lots de 10 individus (cercle
noir). A droite, les proportions d'estimations valables. Avec des lots de 10 individus, on

capture plus de 90% de la véritable prévalence dans la population (fleche jaune).

Détection d’A. cantonensis chez les gastéropodes.
Sur chaque lot, la détection du ver a été réalisée en duplicata par gq°PCR Tagman, en

ciblant la région AcanR3990 (Sears, Qvarnstrom, et Nutman 2021). Cette gPCR cible
une région de microsatellites répétés dans le génome nucléaire du parasite, rendant
cette PCR hautement sensible. La gPCR AcanR3990 a été validée sur un ADN
génomique de ver A. cantonensis isolé d'un poumon de rat (voir I'article sur les rats).
Cet ADN, d'une concentration de 2,31 ng/ul, a été dilué en série de 10 en 10 pour
réaliser une gamme étalon allant de 100 pg a 1 fg d'ADN.
La composition du meélange réactionnel de 20 pl était la suivante :

e Matrice ADN:1a5ul

e Mix polymérase Accustart 2X : 10 pl

e Row low (50X): 0,4 pl

e Amorces AcanR3990 forward (10 uM): 1 pl

e Amorces AcanR3990 reverse (10 uM) : 1 pl

e Sonde AcanR3990 (10 pM) : 0,5 pl
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e Eau distillée (gsp 20 ul) : 2,1 2 6,1 pl
La gPCR a été reéalisée sur un thermocycleur AB7500 selon le programme suivant :
e 95°C pendant 2 min
e 40 cycles de:
e 95°C pendant 20 s
e 40°C pendant 1 min
e 60°C pendant 30 s avec détection de fluorescence
Initialement, dans I'étude de Sears et al., la température était de 60°C pendant 20 s,

mais le thermocycleur AB7500 ne tolére pas un temps inférieur pour cette étape.

Gamme étalon :
Une gamme étalon de 100pg a 1fg d’ADN de ver A. cantonensis a été réalisée a partir

de I'ADN extrait d’'un ver isolé d’'un poumon de rat infecté. Cet ADN pur a donné une
efficacité de PCR de 96%, jusqu’a 10fg d’ADN, validant ainsi la technique pour réaliser
la détection du parasite dans les échantillons (Fig. 9).

Cependant la détection d’1 fg ADN n’est pas répétable car les 2 duplicats ne donnent
pas les mémes Ct. Aussi ce point a été retiré de la courbe étalon. Il pourrait s’agir d’'une
limitation technique de I'appareil pour cette tres faible concentration.

Des tests de « spiking® » pour contréler les effets des inhibiteurs ont été réalisés sur

un des standards d'ADN du ver adulte, en rajoutant 1 ou 5 yl d'ADN extrait d’escargot.

® Couramment utilisée dans des techniques telles que la PCR et la gqPCR I'ARN-seq
(séquencage de I'ARN) et les expériences protéomiques pour garantir I'exactitude et
la fiabilité des résultats. Cette technique consiste a l'ajout intentionnel d'une quantité
connue d'une substance, souvent un acide nucléique ou une protéine, a un échantillon
ou a un mélange réactionnel pour servir de référence ou de contrdle a diverses fins,
telles que la quantification, la normalisation ou I'étalonnage. En ajoutant une quantité
connue de la substance d’intérét (spike) a I'échantillon, 'on peut déterminer avec
précision la concentration ou mesurer l'efficacité d’'un test ou d’'une expérience
particuliére.
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Fig.9 Gamme étalon de la qPCR AcanR3990 a partir ’ADNg d’A. cantonensis

Résultats

Identification des gastéropodes (morphologie et PCR-séquencage, sanger 16S)
Nous avons récolté 3631 gastéropodes sur les 8 sites (Tableau 5). L’identification

morphologique suivie de tests PCR ont montré la présence de 14 especes de
gastéropodes (3 aquatiques et 11 terrestres) (Photos 4).

Peu de séquences mitochondriales 16S ont été identifiées pour ces espéeces ou des
especes voisines. Les résultats de séquencage (Sanger) ont montré des
chromatogrammes propres confirmant une séquence unigue pour chaque lot de
gastéropodes, cela indique bien qu’une seule espéce étaient identifiable dans chaque
lot que nous avons préparé. Cependant, le signal Sanger était assez faible, et la PCR
n'a pas fonctionné pour tous les échantillons de lots, suggérant la présence
d'inhibiteurs de PCR, notamment pour les échantillons de S. octona (Tableau 6). Une
espece de limace de Timonette n’a pas pu étre identifiée jusqu’ a I'espéce. Les
résultats Blast ont montré que cette espece n’est pas S. plebeia trouvée a Damien

mais fait partie de la famille des Veronicellidae.
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Autocopti  (Urocoptola) grunneri
(Dunker, 1844)

Subulina octona (Bruguiére, 1789)
Melanoides tuberculata (O.F.Mdlller, 1774)

Photos 4 Images prises de quelques escargots de nos échantillons
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Tableau 5 Echantillonnage des gastéropodes

Nombre de Mode de vie Espéces (Nombre d'individus récoltés)
gastéropodes
récoltés
N= 3631
Belanger 547 Aquatique Tarebia granifera (547)
Chatelain 500 Aguatique Melanoides tuberculata (500)
Colminy 61 Terrestre Allopeas gracile (61 ind.)
Damien 307 Terrestre Hispaniolana cf. dominicensis (68)

Sarasinula plebeia (7)
Bulimulus guadaloupensis (2)
Subulina octona (230)

Pothenot 480 Aguatique T. granifera (480)

Poirier 31 Agquatique T. granifera (20)
M. tuberculata (10)
Planorbelia duryi (1)

Timonette 827 Agquatique M.tuberculata (42)
Terrestre T. granifera (750)
Veronicellidae (35)

Village Noé 878 Terrestre Coryda cf. vigiensis (673)
Macroceramus cf. lineatus (39)
Autocoptis grunneri (91)
Succinea ochracina (2)
Haitipoma quaternatum (73)

Tableau 6 Séquences recherchées a l'aide de BLAST. Une seule séquence est
enregistrée et correspond a S. plebeia.

Especes Résultats PCR 165 mollusques

Melanoides tuberculata Sanger n'a pas fonctionné

Subulina octona Sanger n'a pas fonctionné

Veronicellidae (Damien) Blast : Sarasinula plebeia (1D 100%)

Veronicelidae (Timonette) Blast : le plus proche = Veronicella cubensis (ID 87% )

Hispaniolana cf. dominicensis  Blast : les plus proches = Granodomus lima (ID 80%) et Hispaniolana angustata (ID 80%)

Coryda vigiensis Blast : le plus proche = Helicopsis striata (ID 80%)

Les stratégies de regroupement sont présentées dans le tableau 3 suite aux
simulations pour effectuer les lots.

Au total, 41 lots de gastéropodes de 6 espéces différentes ont été analysés par gPCR
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AcanR3990.

Tableau 7 Nombre de lots d’individus en fonction de la taille de I'échantillon initial.

Especes Nombre Stratégies de lots
d'individus
Damien Hispaniolana cf. dominicensis 68 9 lots de 7 individus + 1 lot de 5 individus
Damien Sarasinula plebeia 7 7 individus
Damien Subulina octona 150 20 Tests individuels pour estimer la prévalence +

13 lots de 10 individus

Timonette Limaces Veronicellidae 35 7 lots de 5 individus
Timonette Melanoides tuberculata 52 4 lots de 10 individus + 1 lot de 12 individus
Village Noé Coryda vigiensis 60 6 lots de 10 individus

Les lots de mollusques sont traités par gPCR en utilisant un volume de 5ul de matrice
afin d’éviter de trop diluer les échantillons. Cependant I'analyse des courbes
d’amplification est délicate car elles ne présentent pas le profil de la gamme étalon. En
effet les courbes sont plus aplaties, laissant supposer une baisse de I'efficacité de la
PCR, possiblement due a la présence d’inhibiteurs apportés par les tissus de
mollusques (Adema 2021). Seulement 2 échantillons (1 lot de S. octona et 1 lot de
limace Veronicellidae) présentent des courbes dépassant le seuil, et seulement pour

un des deux réplicats techniques (Fig. 10).
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Fig. 10 Courbes d'amplification qPCR pour A. cantonensis chez les gastéropodes de

I'étude. En rouge, un témoin positif (vers adultes d'A. cantonensis préalablement
identifiés par PCR séquencage). Les deux réplicats qui dépassent le seuil de détection
(ligne horizontale en bleu pale) indiquent deux lots positifs : le lot de S. octona (bleu
pale, lot #8) et le lot de Veronicellidae (limace de Timonette, en bleu foncé). Un des

deux réplicats de chaque lot dépasse le seuil de détection.

Pour I'espéce de limace, Veronicellidae de Timonette, I'estimation de probabilité
maximale de prévalence est de 3,04 % avec un intervalle de confiance de 0,18% —
13%. Parmi les 7 lots de 5 individus examinés, I'un d’'un était positif pour le parasite
suggérant qu’au moins un individu était positif dans le lot. Pour S. octona, la prévalence
estimée est de 0,69 % avec un intervalle de confiance allant de 0,04% a 3%. Au total,

33 lots (20 lots de 10 et 20 extractions individuels) ont été constitués et un lot de 20

individus était positif (Fig. 11).
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Fig. 11 Prévalence du parasite (Maximum Likelihood Estimate) (points noirs) chez les

especes de gastéropodes espéce et Intervalle de confiance (segments rouges).

Discussion

Les tests gqPCR ont montré une gamme d'amplification de I'ADN génomique
satisfaisante, sauf pour les réplicats, qui n'étaient pas reproductibles en raison d'une
concentration trop faible. Des problemes d'efficacité de la gPCR ont été observés,
potentiellement non liés a des inhibiteurs de PCR provenant des coquilles des
escargots comme on pourrait le penser, et les tests de « spiking » n'ont pas amélioré
de maniére significative les résultats. Ainsi, nous pensons qu'il n’y a pas de probleme
d'inhibiteurs. Nous émettons plutét 'hypothése qu'il n’y a pas assez de matiere d’ADN
du parasite dans nos échantillons. En effet, les conditions de conservation de ces
spécimens pendant 2 ans dans l'alcool ont probablement détérioré la matrice d'ADN,
malgré nos efforts de désorption de l'alcool. Nous pensons que le temps passé dans
l'alcool a dU détériorer I'ADN, affectant ainsi les résultats et conduisant a des faux
négatifs. L'utilisation d'échantillons frais dans le futur pourrait améliorer les étapes

d'extraction d'’ADN et de qPCR, favorisant ainsi la détection du parasite par cette
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méthode. D’autre part des chercheurs ont démontré que la sensibilité et la spécificité
des tests par lots dépendent a la fois du nombre d'échantillons infectés (individus) dans
un lot et de la concentration de « biomarqueur » ciblé, dans notre cas 'ADN d’A.
cantonensis, de chaque échantillon infecté. Ce dernier selon certains auteurs est
influencé par le stade de l'infection (N. T. Nguyen et al. 2019).

L'utilisation de la technique de gPCR AcanR3990 a permis de détecter au minimum
deux échantillons (lots) positifs correspondant & I'espéce S. octona collectée a Damien
et une limace de la famille des Veronicellidae collectée sur le site de Timonette,
concordant ainsi avec la présence du parasite détectée chez les rats de ces deux sites.
Ces especes semblent contribuer & maintenir le parasite dans I'environnement.

Nos résultats confirment la présence d’A. cantonensis en Haiti et ce dans deux régions
du pays : un site urbain et un site rural. Il s’agit de la premiére identification de ce
nématode pathogéne chez les gastéropodes dans le pays. Sur I'lle d'Hispaniola, c'est
le deuxieme signalement du parasite chez I'espéce S. octona (Vargas, Gomez Perez,
et Malek 1992) et cette présente étude). Cette espece a également été trouvée
infectée par le parasite dans plusieurs endroits du monde, notamment a Cuba, au
Brésil et a Hawai (Voir Article No. 1).

Subulina. octona se trouve dans la litiere humide du sol dans les foréts tropicales et
subtropicales, ainsi que dans des endroits ombragés tels que les jardins domestiques
fleuris et les potagers (Boffi 1979; Araujo et Bessa 1993), ainsi que dans les pépiniéres
et les fermes (Kim et al. 2014). Cette espece peut se retrouver également dans des
habitats ouverts (Alvarez et Willig 1993). Subulina octona est un détritivore qui se
nourrit principalement de matériaux végétaux et de débris. Elle sert d'hote
intermédiaire pour le trématode Postharmostomum gallinum, responsable de
I'infection chez les poulets domestiques (JufiCkova 2006). Elle présente une large
répartition géographique, principalement en raison de l'activité¢ humaine (Durco et al.
2013). Subulina octona est caractérisée par une activité nocturne importante, similaire
a celle observée chez les mollusques (de Almeida Bessa et de Barros Aradjo 1995)
tels que Lissachatina fulica et les rongeurs en général, favorisant ainsi les rencontres
avec les rats. Lissachatina fulica une espéce souvent trouvée infectée par le parasite
dans le monde n’a pas encore été trouvée en Haiti mais sur l'ile il existe 19 espéces
d’escargots qui sont des hotes intermédiaires du parasite car naturellement trouvés
infectés dans d’autres pays (Voir Article No. 1).

Les études sur le comportement des mollusques indiquent qu'ils préférent les endroits
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humides et ombragés pour éviter la dessiccation, les utilisant également comme sites
de repos, d'alimentation, de ponte, d’hibernation (Leahy 1981). Ce comportement
expose les mollusques au contact des larves de stades L1 présentes dans les
excréments des rats, car ces larves ont également une préférence pour ces milieux.
Des études antérieures avaient trouvé des especes de limaces appartenant a la famille
des Veronicellidae comme Laeviculis alte (Asato et al. 2004) Veronicella siamensis (
(Crook, Fulton, et Supanwong 1968) et V.cubensis (Hollingsworth et al. 2007 ; Kim et
al. 2014) naturellement infectés par A. cantonensis (Voir Article No.2). Kim et collegues
dans leur étude sur la diversité des gastéropodes hétes d’A. cantonensis ont souligné
gue des espeéces herbivores comme V. cubensis, des espéces prédatrices comme
Euglandina rosea, et des détritivores comme S. octona, ont toutes été testées
positives, malgré leurs différences alimentaires. Les auteurs concluent ainsi : « Par
conséquent, la diversité extrémement large de gastéropodes dans lesquels A.
cantonensis a été trouve, indique que presque tout gastéropode terrestre ou d'eau
douce peut avoir le potentiel de transporter et de transmettre le parasite, ce qui a de
larges implications pour sa propagation continue ». (Kim et al. 2014).
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D. Discussion générale et Perspectives

Comparaison des diagnostics macroscopiques et moléculaires

Les rats pris individuellement ont été diagnostiqués pour la recherche et I'identification
morphologique du parasite, puis des tissus de leur poumons ont été traités pour les
analyses moléculaires. Plusieurs méthodes sont employées permettant de confirmer
la présence du parasite dans des échantillons biologiques ; [lidentification
morphologique et des techniques moléculaires telles que la PCR, la qPCR et la LAMP
(R. Chen et al. 2011 ; Qvarnstrom, Bishop, et da Silva 2013) . Dans notre étude sur
les rats, des analyses moléculaires ont été réalisées a l'aide d'un test de PCR
conventionnel grace auquel nous avons mesuré une prévalence 4 fois supérieure a la
seule recherche de vers adultes. Il est tout a fait possible que les poumons de rats,
dans lesquels aucun ver adulte n'a été identifié, puissent renfermer des ceufs et/ou
des larves de stade L1, voire simplement de I'ADN laissé par des vers adultes qui
auraient échappé a la détection lors de l'autopsie. La PCR ne permet pas de
différencier les divers stades de vie du parasite, ce qui signifie qu'elle a produit un
résultat positif pour tout échantillon contenant de I'ADN d'A. cantonensis, que ce soit
des ceufs, des fragments de vers, ou des cellules résiduelles excrétées par les vers
adultes. Les résultats obtenus sur les rats soulignent I'importance de la confirmation
moléculaire pour confirmer les infections a A. cantonensis car ces techniques offrent
une meilleure sensibilité. L’écart observé entre lindentification des vers basée
uniguement sur leurs caractéristiques morphologiques et la PCR a pu aussi étre due
au manque d’expérience de l'équipe. En effet, I'identification morphologique du
parasite nécessite des parasitologues hautement qualifiés (Newton et al. 1998;
Roberts et Janovy Jr 2000).

Nous avons calculé l'intervalle de confiance et fait une estimation de la prévalence d'A.
cantonensis dans nos échantillons de gastéropodes, examinés a l'aide des stratégies
d'échantillonnage groupées. Les estimations des limites de l'intervalle de confiance
étaient souvent tres larges. Il a été prouveé que la sensibilité et la spécificité des tests
moléculaires dépendent du nombre d'échantillons infectés et de la concentration en
ADN, influencés par le stade de l'infection (Williams et Moffitt 2001). Les probléemes de
reproductibilité rencontrés et les tests de « spiking » qui n‘ont pas amélioré nos

résultats suggerent des concentrations trop faibles d’ADN du parasite dans les lots. La
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conservation des échantillons dans Il'alcool pendant deux ans, suite a des problemes
dans la logistique d’acheminement des échantillons entre Haliti et la France, a da
entrainer une dégradation de I'ADN, conduisant a des faux négatifs. Ainsi, nous
pensons pour de meilleurs résultats, les futures études devraient utiliser des

échantillons frais.

Limites liées a I’échantillonnage

Les rats ont été capturés sur 7 des 8 sites échantillonnés. Les résultats des captures
varient grandement en fonction des sites. Deux raisons peuvent expliquer ces
résultats. Tout d'abord, les contraintes logistiques liées a la crise socio-politique dans
le pays nous ont empéché de consacrer davantage de temps a certains sites.
Deuxiemement, la présence ou l'absence de collaborateurs dévoués sur les sites a
également joué un role. En effet, a Damien et a Timonette, nous avons bénéficié de la
collaboration de personnes motivées qui se levaient tét le matin pour vérifier les
pieges. Des problemes de fabrication sur certains piéges ont conduit & ce que certains
rats capturés parviennent a s'échapper apres avoir passé un trop long moment a se
débattre dans le piége. Grace a ces collaborateurs de terrain, les entrées de ces

pieges défectueux ont été bloquées, empéchant ainsi aux rats de s'échapper.

Prévalence chez les hotes.

Dans notre étude, seules deux espéces de rats (R. norvegicus et R. rattus) ont été
détectées sur les sites échantillonnés et étaient infectées par le parasite. L’analyse
moléculaire a validé lidentification de ces deux espéces et a corrigé une erreur
d'attribution survenue lors de la premiere identification basée sur les caractéristiques
morphologiques des rats, concernant 6 individus, notamment des juvéniles ou des
individus a queue coupée. Il n'est pas étonnant que R. norvegicus soit la seule espece
trouvée a Damien, étant donné que cette espece est abondante dans les villes.
Cependant, nos résultats sont contraires a ceux de Raccurt et collegues (Raccurt,
Blaise, et Durette-Desset 2003) qui ont capturé seulement 4 rats a Damien identifiés
comme R. norvegicus parmi les 15 capturés sur ce site. Toutefois, ces chercheurs se
sont uniquement appuyés sur les caractéristiques morphologiques des individus pour
les classer en tant qu'especes. Dans notre étude, R. norvegicus a également été
eéchantillonné sur quatre sites en milieu rural tels que Belanger, Colminy, Poirier, et

Timonette. Nous avons constaté que cette espéce était infectée dans deux des quatre
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sites, a savoir Belanger et Timonette.

Notre étude a révelé une prévalence globale d'A. cantonensis chez les deux especes
de rats de 32,9 % [22 % - 45 %]. Aucune différence significative n’était démontrée
entre les espéeces, et I'analyse GLM indique qu’aucune des variables prédictives (age,
saison, sexe) n'influence de maniére significative la prévalence du parasite dans les
populations de rats étudiées. Malheureusement, nous n‘avons pas pu analyser tous
les facteurs explicatifs éventuels, notamment environnementaux comme I'abondance
des populations et le régime alimentaire. De plus, les faibles effectifs de notre
échantillon réduisent considérablement la capacité des tests a détecter des différences
significatives.

Le taux de prévalence du parasite dans les populations de rats varie considérablement
d'un pays a l'autre et d'une ville a l'autre, oscillant entre 3 % et 100 % (Qiao-Ping Wang
et al. 2008). Cependant, peu d'études ont comparé statistiguement la prévalence entre
les deux especes. Par exemple, dans plusieurs villes de la Jamaique Waugh et
collegues (Waugh et al. 2016) ont observé une prévalence significativement plus
élevée chez R. rattus, tout comme Rael et collegues (Rael et al. 2018) ou la prévalence
était plus élevée chez R. norvegicus capturés dans des quartiers a la Nouvelle-
Orléans. Nos résultats sont similaires a ceux de Lindo et collegues (Lindo et al. 2002)
qui ont constaté que les taux d'infection ne différaient pas de maniéere significative entre
R. rattus et R. norvegicus.

Plusieurs études ne trouvent pas de corrélation statistigue entre la prévalence du
parasite et des variables telles que le sexe et I'age des rats. Nos résultats ne montrent
pas de différence significative de prévalence entre les males et les femelles.
Cependant, des études antérieures suggérent que les males, en raison de leur
comportement plus actif et de leur tendance a se disperser davantage, peuvent étre
plus susceptibles d'étre infectés. Nos résultats sont en accord avec ceux de Martin-
Alonso et collegues (Martin-Alonso et al. 2011) qui ont observé des niveaux éleves
d'infection par A. cantonensis chez R. rattus, sans différence significative entre les
sexes ou les groupes d'age. Simdes et collegues (Simdes et al. 2014) ont également
constaté une prévalence plus élevée chez les rats plus agés et les femelles, suggérant
gue ces derniéres jouent un réle plus important dans le maintien du parasite a I'échelle
locale en raison de leur taux de prévalence et d'abondance d'infection plus élevés. Nos
résultats sont cohérents avec d'autres études montrant des taux d'infection similaires

entre males et femelles, mais une prévalence plus élevée chez les rats adultes, ce qui
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pourrait étre lié a une probabilité accrue de consommation d'hétes infectés avec I'age.
Il est trés probable que les rats adultes refletent 'augmentation progressive au fil du
temps de la probabilité qu'un rat individuel consomme un hoéte intermédiaire infecté
(Estano, Bordado, et Paller 2021).

La prévalence du parasite chez les rongeurs selon les saisons a été étudiée. Certaines
recherches n'ont pas n’ont plus trouvé de variation saisonniére significative, tandis que
d'autres ont observé une augmentation pendant la saison des pluies. Par exemple,
Estano et collégues aux Philippines en échantillonnant des rats dans les sites
résidentiels, agricoles et agroforestiers n‘ont pas trouvé de différence de prévalence
entre les saisons seches et pluvieuses chez trois especes de rats Rattus tanezumi, R.
norvegicus et R. exulans suggérant que I'hnumidité constante maintient les parasites
toute I'année (Estano, Bordado, et Paller 2021). En revanche, Simdes et collegues
ont noté une prévalence constante d'A. cantonensis mais une abondance plus élevée
pendant la saison séche dans une zone urbaine de Trindade, municipalité de S&o
Goncalo,au Brésil suggérant une augmentation des infections pendant la saison des
pluies (Simoes et al. 2014). Les hormones de stress induites par la saison séche
pourraient expliquer ce taux de prévalence élevé durant cette saison selon les auteurs.
Les individus stressés sont incapables de moduler 'infection parasitaire et présentent
donc une charge parasitaire élevée. Néanmoins, les auteurs admettent qu'il n'existe
aucune étude sur les changements saisonniers des glucocorticoides chez les
mammiféres tropicaux pour étayer cette hypothése.

L'estimation de la prévalence chez les gastéropodes a révélé que deux especes, une
limace et l'escargot S. octona, semblent maintenir le parasite dans I'environnement.
Nos résultats confirment la présence et I'endémicité de I'A. cantonensis en Haiti, dans
deux régions du pays, marquant ainsi la premiere identification de ce nématode
pathogene chez les gastéropodes dans ce pays. D'autres espéces de gastéropodes
pourraient étre impliquées en Haiti. Par exemple, V. plebeia de nos chantillons est
positive dans des études antérieures et environ. De plus, bien que I'A. fulica, une
espéece souvent infectée par le parasite dans le monde, n'ait pas encore été trouvée
en Haiti, I'le compte 19 espéces d'escargots qui sont des hdtes intermédiaires du

parasite car ils sont naturellement infectés dans d'autres pays (voir article no.2)
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Répartition du parasite dans les différents sites

Quatre sites présentaient des rats infectés par le parasite : trois sites dans I'Artibonite
(milieu rural) ; Chatelain, Timonette, Village Noé - et un site a Port-au-Prince, Damien
(milieu urbain). Ces résultats indiquent que la distribution actuelle du parasite en Haiti
s'étend au-dela de Port-au-Prince, rendant tres plausible sa présence potentielle dans
d'autres régions du pays.

Nous avions anticipé la présence d'A. cantonensis dans toutes les régions d'Haiti,
principalement pendant les saisons des pluies, en particulier dans les zones humides
telles que les rizieres, et de maniére moins fréquente dans les zones séches ou les
cultures sont moins exigeantes en eau. Les précipitations sont cruciales pour la survie
et la transmission des larves a leurs hétes, car, d’'une part, elles protégent les larves
de la déshydratation, et d’autre part, elles favorisent la croissance de la végétation, ce
qui accroit la disponibilité de nourriture pour les hétes potentiels. Nous avons donc
formulé I'hypothése que les zones humides cultivées (telles que les rizieres) ou non,
peuvent contribuer a entretenir le cycle du parasite ce qui est également valable pour
les zones urbaines. En effet, un milieu urbain, notamment dans les quartiers précaires
transformés en décharges a ciel ouvert et la création de petits jardins potagers de
subsistance, pourrait favoriser le maintien du parasite. Les déchets anthropiques
alimentent les rats, augmentant leur abondance et facilitant ainsi les rencontres entre
les rats et les gastéropodes. En revanche, les saisons séches auraient peut-étre un
impact négatif sur la survie des larves, fermant ainsi le filtre de rencontre.

C'est la deuxieme étude apres celle de Raccurt et collegues qui identifie la présence
du parasite chez les rats a Damien, érigeant ainsi ce site en un foyer persistant et
endémique pour le parasite (Raccurt, Blaise, et Durette-Desset 2003) . Dans un rayon
d'l km autour du point de piégeage a Damien, aucune zone humide n'est présente
(0%) (voir figure 6), mais plutdt des structures baties (25%) constituées d'habitats
humains, ce qui accroit la disponibilité de nourriture pour les rats grace aux déchets
urbains. Par ailleurs, le site de Damien sert de ferme expérimentale pour les étudiants
en agronomie, abritant ainsi de nombreuses pépinieres d'arbres fruitiers ainsi que des
elevages de chévres, de porcs et de lapins. Le sol reste constamment humide toute
'année en raison de l'arrosage continu des pépiniéres et de la présence d'arbres
imposants pour fournir de l'ombre. Des recherches analysant les conditions
environnementales locales, telles que la végétation, 'ombrage et le type de sol,

démontrent que ces variables a une échelle locale jouent également un role important
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crucial dans la persistance des parasites H. contortus, Trichostrongylus colubriformis,
Oesophagostomum columbianum et Trichuris spp. (Berbigier et al. 1990 ; Larsen et
Roepstorff 1999). Ces caractéristiqgues ont pu créer des conditions propices a une
prolifération de rats et de gastéropodes, établissant potentiellement des conditions
favorables a la réalisation du cycle du parasite.

Timonette est un jardin ou l'on trouve principalement des cocotiers, des bananiers et
d'autres plantes destinées a l'alimentation. Environ 80 % de la zone dans un rayon d'1
km est dédiée a des cultures. Le site est également proche d'une usine de
transformation du riz, ce qui encourage les rats a se déplacer entre l'usine et le jardin.
Ainsi, la disponibilité de nourriture est constante tout au long de I'année. La nourriture
présente a profusion favorise potentiellement la prolifération des rats et des
gastéropodes, facilitant ainsi les rencontres entre les parasites et leurs hotes.

Le site de Chatelain est soumis aux débordements du fleuve de I'Artibonite, avec 89
% de sa surface occupée par des cultures. [l demeure humide tout au long de l'année,
méme pendant les saisons séches, grace a des canaux d'irrigation qui irriguent les
cultures de riz. En revanche, le Village Noé est un site sec, ou 44 % du sol est dépourvu
de végétation. Les habitants de ce village, qui sont des survivants d'une inondation
provenant d'un autre village, parcourent 5 a 6 kilométres pour obtenir de I'eau. La zone
est caractérisée par la prédominance de plantes xérophytes, aux feuilles transformées
en épines, et les cultures représentent 52 % de I'occupation du sol. Colminy, une autre
zone seche ou I'on trouve des cultures d'oignons et de piments est négatif dans notre
étude. Les rats positifs pour le parasite ont été déja trouvés dans de nombreux endroits
tels que Tenerife, Hawali et la Polynésie ou il manque de rizieres (voir article No2). Nos
résultats suggerent que les rizieres et les zones humides en général sont des habitats

cruciaux pour la survie des larves L1, mais uniquement a I'échelle locale.

Situation phylogénétique des échantillons haitiens

Les analyses de phylogénie par Maximum-Likelihood et Smart Model Selection des
vers adultes ont identifié un clade, II-G, regroupant des souches des Caraibes
(Guadeloupe), mais aussi de '’Amérique du Sud (Brésil), du Pacifique Sud, Océanie
(Polynésie francaise), et dans le Pacifique (Hawai Japon). Tien et collégues ont révélé
six clades dans le monde, le clade II-G étant répandu dans les Caraibes et en
Ameérique du Sud (Tian et al. 2023). Cowie et colléegues collaborateurs (Cowie, Malik,

et Morgan 2023) suggerent l'origine d'A. cantonensis en Asie du Sud-Est. Une
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similarité génétique entre les souches envahissantes des régions éloignées difféere de
la diversité génétique des souches asiatiques. Cervena et collégues ont conclu qu'il
existe un phénotype envahissant avec une forte composante génétique (Cervena et
al. 2019). Selon certains chercheurs la propagation géographique rapide de ce
parasite coincide avec la mondialisation et a probablement été facilitée par le transport
involontaire d’animaux hétes infectés comme les rats dans des cargos et des avions
(Cowie et al. 2022 ; Cowie, Malik, et Morgan 2023). L'origine précise de la souche
haitienne demeure incertaine dans l'état actuel des connaissances. Il serait trop
spéculatif d'affirmer une origine brésilienne, japonaise ou guadeloupéenne pour nos
souches. Pour avancer de telles hypothéses, il aurait été nécessaire de connaitre
I'étendue de la diversité d'A. cantonensis dans d'autres régions qui auraient pu étre la
population source (Cervena et al. 2019) méme s'il existe des échanges historiques
entre ces pays et Haiti (Gusti-Klara Gaillard, historienne communications
personnelles). Les échanges commerciaux avec le Japon remontent a 1926 avec des
périodes de coupures (1928-1934 ; et 1938-1944) pour reprendre de 1945 a 1950.
(Figure 12) (Gaillard-Pourchet 1991). Pour 'Amérique Centrale et les Antilles, les
données remontent a 1966-1967 (Gaillard-Pourchet 1991). Nous supposons que le
parasite est entré en Haliti a travers les échanges touristiques et commerciaux par

bateaux avec les rats.
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Fig. 12 Echanges commerciaux entre Haiti quelques pays dont le Japon (Source

(Gaillard-Pourchet 1991). Photo prise et envoyée par l'auteure (Avec l'aimable

autorisation de l'auteure).

Cas humains

Aucun cas humain n’a encore été détecté de maniére irréfutable sur I'ile contrairement
a d’autres pays des Caraibes ou des cas humains ont été détectés (Aguiar, Morera, et
Pascual 1981; Barrow, StRose, et Lindo 1996; Dard et al. 2017 ; 2020). Cependant,
d’'une maniére générale le mode de contamination repose, selon Cowie et collegues ,
sur des suppositions ((Cowie, Malik, et Morgan 2023). A la Martinique, Dard et al
avancent I'hnypothése que le mode de transmission chez les nourrissons était lié a de
mauvaises conditions de vie avec une consommation probablement accidentelle

d'escargots ou de limaces contaminés en jouant dehors. Tandis que pour les adultes,
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la contamination était plutot liée a une déficience intellectuelle associée a des
comportements alimentaires a risque (Dard et al. 2017). En Guadeloupe une PCR en
temps réel spécifique a A. cantonensis a été réalisée sur le LCR d’un nourrisson de 8
mois qui présentait une histoire de fievre fluctuante depuis 5 jours, d'anorexie, de
vomissements, d'irritabilité et de diarrhée s'est révélée positive et le patient a donc été
diagnostiqué avec une angiostrongylose du systeme nerveux central (SNC) (Dard et
al. 2017). Dans cette étude, I'enquéte environnementale sur la présence d'A.
cantonensis dans la population locale de mollusques a montré que 11 des 34 A. fulica
analysés (32,4 %) se sont révélés positifs a la présence d'A. cantonensis par PCR en
temps réel. Les auteurs ont émis I'’hypothése selon laquelle I'enfant étant trop jeune
pour manger du poisson ou des mollusques crus, une transmission larvaire a la maison
soit directement par léchage de mollusques infectés, soit indirectement par
transmission manuelle apres contact avec des mollusques dans le jardin était la plus
probable.

En Haiti, les diagnostics de détection des méningites a éosinophiles parasitaires
n’existent pas. Les diagnostics sont dirigés pour 'instant uniguement vers la recherche
des bactéries méningocoques. Pourtant, le risque pour la population locale n’est
probablement pas négligeable. Les enfants, les personnes en déficiences mentales
sont donc les plus a risques. Les infections peuvent étre dues a une ingestion
accidentelle d'h6tes intermédiaires contaminés, ou de larves via la consommation
d’eau en contenant (Pascual, Bouli, et Aguiar 1981). L'eau potable contaminée peut
étre une source potentielle d'infection par A. cantonensis pour les humains (Wallace
et Rosen 1969). Une étude a mis en évidence que des stades infectieux d'A.
cantonensis étaient libérés dans I'eau a partir d'A. fulica et S. octona abimés ou non et
ont survécu dans l'eau jusqu'a 72 heures (Cheng et Alicata 1964). Des réservoirs pour
collecter I'eau de pluie sont érigés a divers endroits du pays, et cette eau est utilisée a
diverses fins (cuisine, lavage). Au cours de quelques discussions avec des résidents,
aucun cas d'escargot noyé dans ces reéservoirs en recherchant I'humidité offerte par
les parois de ces derniers n'a encore été signalé. Cependant, il existe un risque que
cela se produise (Howe et al. 2019). D’autre part, méme si les Haitiens ne mangent
généralement pas de mollusques ou de crustacés crus, et si les légumes crus sont
rarement consommes, les habitudes alimentaires d’'un peuple peuvent évoluer. Des
témoignages affirment que certains Haitiens qui ont vécu a I'étranger ou y vivent

encore, en vacances en Haiti ont 'habitude de ramasser des escargots a mains n nue
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avant de les cuisiner. A Kenscoff une commune dans les hauteurs dans en périphérie
de Port -au Prince existe une ferme d’élevage d’escargot qui sont vendus congelés

dans les supermarchés de la capitale.

Perspectives
Ce travalil constitue la premiéere étude en Haiti portant sur A. cantonensis concernant

a la fois hétes définitifs et intermédiaires. De maniere préliminaire, nos résultats
suggérent que I'endémicité d'A. cantonensis en Haiti serait principalement attribuable
a deux catégories de mollusques, le gastéropode S. octona et les limaces de la famille
des Veronicellidae et les deux espéces de rats R. rattus et R. norvegicus.

Notre recherche a mis en évidence la présence du parasite au sein des populations
de rongeurs et de gastéropodes et soulignent limportance de comprendre la
dynamique entre ces hotes et le parasite pour maintenir le cycle de transmission.
Cependant, localement, la maniere dont les rats contractent l'infection demeure
inconnue. Des études sur le régime alimentaire des rats sont nécessaires afin de
déterminer quelles espéces de gastéropodes contribuent davantage au maintien du
cycle du parasite a I'échelle locale. Une seule étude a cherché a établir un lien entre
la prévalence d'A. cantonensis chez R. rattus et son régime alimentaire au Japon, sur
I'lle de Yoron, une région comprenant des champs de canne a sucre et de petites foréts
(Noda et al. 1987). Dans cette zone, ou une faible prévalence a été observée chez
cette espece, les auteurs suggérent que les plantes constituent la principale source de
nourriture pour R. rattus, ce qui expliquerait cette faible prévalence. Les études futures
devraient cibler diverses échelles spatiales locales en échantillonnant d'autres zones
du pays, permettant ainsi de comprendre les facteurs biotiques (prédation des rats sur
les gastéropodes), et abiotiques (température, humidité) qui influent sur la prévalence
du parasite.

Les diagnostics moléculaires par PCR ont révélé une prévalence plus élevée que les
diagnostics macroscopiques basés sur l'identification morphologique des vers adultes.
La taille de notre échantillon de rats était trés limitée, et cela a joué sur la précision de
nos estimations, sur la puissance et la robustesse des tests statistiques empéchant
une interprétation solide des facteurs de variation. L’insécurité qui a régné en Haiti lors
des campagnes de d’échantillonnage et jusqu’au moment ou I'on écrit ces phrases
nous a empéché daugmenter la taille de [I'échantillon et de répliquer les

échantillonnages a d’autres saisons et sites. Il est important d’investiguer d’autres
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régions du pays pour y établir la prévalence d'A. cantonensis chez les rats et les
gastéropodes, afin de mieux documenter la distribution spatiale de ce parasite ainsi
que la communauté d’hétes intermédiaires et paraténiques qui contribuent au maintien
de la transmission.

Il est également impératif d'informer la population sur les risques potentiels liés a la
consommation d'hétes intermédiaires contaminés et de promouvoir des pratiques
alimentaires sécuritaires. Parallélement, il est essentiel d’intégrer dans les hopitaux et
centres de santé du pays les méthodes de diagnostics moléculaires visant a détecter
les cas de méningites a eosinophiles causés par des parasites.

Les autorités de santé en Haiti doivent prendre en compte le potentiel risque pour la
santé humaine lié a I'évolution des habitudes alimentaires et a la possibilité d'une
ingestion accidentelle d'hétes intermédiaires infectés. Les prochaines étapes de
recherche devraient se concentrer sur une approche multidisciplinaire, intégrant la
parasitologie, I'écologie du paysage et I'épidémiologie afin de mieux appréhender la

prévalence, la distribution et les risques associés a A. cantonensis en Haiti.
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Rencontres avec les résidents
pour expliquer notre projet. Et
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moquettes par un résident.

On leve le camp !
(le labo). Au
revoir et merci !
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